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Abstract. 


Pyenotic degeneration of neoplastic and normal nuclei of mice has been 
studied cytologically and cytochemically, in pieces of tissues removed 
some time after subcutaneous transplantation. The cytological changes 
in pyenosis were found to be about as they have often been described 


earlier: the nuclei become spherical, shrink progressively, the nucleoli 
become lost, the chromatin becomes homogeneous. The relative changes 
in total desoxyribose nucleic acid were followed by the FEULGEN reaction ; 
the methylgreen stain was used as an index of nuclei acid polymerization; 
the MILLon reaction was used for the detection of the protein changes. 
In order to measure the amounts of the FEULGEN and methylgreen dye, 
respectively the color developed by the MILLON reaction within individual 
nuclei, the photometric microscopic method after POLLISTER and Ris was 
used, which allows the estimation of relative amounts of colored preci- 
pitates within individual nuclei of fixed and stained sections. 

Using these methods the nucleoprotein composition of resting nuclei 
of a viable tumortissue was compared with that of three pycnotic stages 
(Stage I, II, IIT) in nuclei of necrotic areas of the same tumor tissue 
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(Sarcoma 180). In Sarcoma 180 the change from a fresh tumor cell to 
Pycnosis I involves loss of nearly half the protein, no significant decrease 
in desoxyribose nucleic acid, and depolymerisation of over half of the 
desoxyribose nucleic acid. Later these processes continue, and there is 
added progressive loss of DNA. It is pointed out that at any pyenotic 
stage there is a total protein equivalent to about 20 times the highly 
polymerised (methylgreen positive) DNA, which is the ratio found in 
non-pyenotic nuclei of the type from which these were derived. It is 
suggested that this site of the pycnotic chromatin represents the unaltered 
nucleoprotein. 

In transplanted “ares nuclei pyenosis is much more rapid than in 
neoplastic tissue, but otherwise the two processes are similar both cyto- 
logically and chemically. 

The discussion points out that: a) there is no real increase in chromatin 
stainability in pyenotic nuclei; b) the change of shape in pycnosis may 
be due to lower nuclear viscosity accompanying the DNA depolymeri- 
sation; c) the highly polymerised state of the DNA may depend upon 
the presence of some particular protein, possibly histone; and d) that 
pycnosis can be interpreted as showing high proteolytic activity in the 
nucleus and a delayed nuclease activity. 


I. Introduetion. 


Since the end of the last century autolytic degenerative changes in 
nuclei preceeding the death of cells have been the object of many studies 
of the histologist and the pathologist (KieBs [20], Ernst [13]). The 
cytological picture of such nuclei presents a rather uniform series of 
changes, whether a cell is damaged by X-rays, chloral, morphine or other 
toxic agents, or whether the death of a cell is due to starvation or senes- 
cence. This, of course, is not the case if the cell death occurs in a rapid 
manner—as for instance, if cells are killed by heat or fixation—so that 
all intracellular enzymatic activity ceases at once. The studies of Scumaus 
and ALBRECHT [3] in 1894 on anaemic necrosis of epithelial kidney cells 
(produced by ligation of the arteries) led to a classification and description 
of autolytic degenerative nuclear changes which are essentially in agree- 
ment with the present concepts. There are mainly three modifications in 
the nucleus observed during the death of the cell: 

1. Pycnosis of the nucleus, whereby the nucleus becomes smaller and 
denser and loses some of its structural details, so that the chromatin 
appears as a compact, homogeneous mass. 

2. Karyorrhexis of the nucleus, whereby a fragmentation of the chro- 
matin takes place, the nuclei often becoming filled entirely with chromatin 
granules. 
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3. Karyolysis or chromatolysis of the nucleus, in which the basophilic 
chromatin is markedly decreased due to lysis, leading in extreme cases to 
nuclei apparently with no chromatin at all.. 

Although the sequence pycnosis—karyorrhexis—karyolysis is by no 
means accepted to be a necessary one, histologists and pathologists agree 
generally that pycnosis is an early phenomenon in the process of autolytic 
nuclear degeneration and that karyorrhexis and karyolysis are expressions 
of more advanced degeneration. Pyenosis is commonly described as 
involving: @) loss of water from the nucleus (shrinkage), 5) loss of details 
in the chromatin leading to homogeneity, and c) increased basophilia and 
progressive condensation of chromatin. Although there have been 
suggestions of a chemical basis for the apparently increased stainability 
of pycnotic nuclei (for instance see Dz Rosertis [9]), there seem to have 
been no studies reported which deal specifically with the chemical changes 
during pycnosis. This is probably due to the fact that until recently there 
have not been available suitable specific and quantitative methods for 
study of the chemical components of the chromatin. 

The nucleoproteins have been recognized as very important consti- 
tuents of cell nuclei since the classical researches of MrescHEr and of 
KosseEu. The literature of the first three decades of the present century 
is full of attempts to interpret the acidophilia and basophilia of nuclear 
staining of microscopical preparations in terms of the constituent nucleo- 
proteins (e.g. see HEIDENHAIN [19]). On the whole, these efforts were 
not conspicuously successful, largely owing to the fact that the speci- 
ficity of the staining reactions was by no means certain. The development 
by FreutcEen ard RossensBeck [14] in 1924 of the nucleal reaction for 
desoxyribose, the peculiar sugar of thymus nucleic acid, began a new 
period in which more exact chemical data on nuclei could be accumulated. 
The field of quantitative chemical analysis of nucleic acid at the cyto- 
logical level was opened in 1936 by CaspERsson’s brilliant thesis on the 
Chemical Basis of Nuclear Structure, and later photometric methods for 
protein analysis were developed (CaspERSSON [2, 3, 4], PoLLISTER and 
Ris [29]). Most recently cytological techniques for detecting changes in 
the physical state of desoxyribose nucleic acid have been elaborated 
(PoLLISTER and LEUCHTENBERGER [26]). There have also been recent 
advances in the gross biochemical study of the composition of the nucleus. 
These include improvements in the techniques of isolation of nuclei 
(STONEBURG [34]) which are applicable to all sorts of organs, as well as 
new methods of fractionating the nucleoproteins of nuclei (e. g. Mirsky 
and PoLuisTeR [23], Mirsky and Ris [24]). Finally, by combination of 
cell counting with analysis of large samples the gross biochemical method 
has reached down to the cytological level to estimate the absolute amount 
of nucleic acid in a single nucleus (VENDRELY and VENDRELY [38)). 

31* 
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The combined. data from the cytological and gross analytical methods 
appear to give a preliminary approximation of the complete nucleo- 
protein composition of the interphase or resting nucleus of tissue cells. 
Although there may in some cases be significant amounts of pentose 
(ribose) nucleic acid and lipid (for example, perhaps in liver nuclei, 
ScHNEIDER [32], STONEBURG [34]), the chromatin of many types of nuclei 
is mainly composed of two classes of substances: a) desoxyribose nucleic 
acid (referred to in this paper as DNA), perhaps in fairly constant and 
characteristic amounts, and 6) numerous proteins, in varying amounts, 
but always greatly exceeding the nucleic acid (PoLLIsTER and LevcHTEN- 
BERGER [25]). 


The present study is an attempt to follow, by quantitative cyto- 
chemical methods, the changes in nucleoprotein composition during the 
process of pycnotic nuclear degeneration in pathological and normal 
tissue. From this emerges a chemical picture of this important type of 
nuclear autolysis which can be compared with the current interpretations 
based on ordinary pathological techniques. Of more general significance 
is the fact that the autolytic changes give some indications of the enzym- 
atic activities of the complete nucleus in a cell which has not been sub- 
jected to external chemical agents. 


Il. Materials and methods. 


Nuclei of a transplanted tumor seemed an especially suitable patho- 
logical material for these studies, since at an early interval after trans- 
plantation a whole series of different stages of pycnosis can be observed 
within the transplant (RoEsSLE [30]). For this purpose Sarcoma 180 was 
transplanted subcutaneously by the usual trochar method into adult 
female white mice (18-20 grams). At different intervals after trans- 
plantation (1 hour to 292 hours) the mice were killed by ether, the trans- 
plants removed, fixed in CaRNoy’s acetic alcohol (1 part of glacial acetic 
acid and 3 parts of 100% alcohol) for 24 hours, washed in absolute alcohol 
and embedded in 56-58° C. paraffin. Mouse liver was selected for study 
of pyenotic degeneration of normal tissue nuclei, and essentially the same 
technique was followed. For cytological and histological studies of the 
tumor transplants, the sections were cut at 6 microns, stained with 
Haematoxylin-Eosin, Methylgreen-Pyronin, PoLtListeR and LEUCHTEN- 
' BERGER’s modification of UNNa’s procedure [26], JENNER’s Giemsa, 
Toluidine blue and the FEULGEN reaction. For the photometric micro- 
scopic measurements sections were cut at 6, 9 and 15 microns and stained 
by Methylgreen-Pyronin, Methylgreen alone, the FEULGEN reaction 
(STOWELL’s modification) and by the MILLoN reagent for total protein 
(POLLISTER and Ris, loc. cit. [29)]). 
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The reagents for the Methylgreen-Pyronin stain and for the Methyl- 
green used alone were prepared as follows: 

Methylgreen (National Aniline Division, C. I. No. 685, total dye 
content 93%) was shaken several times with chloroform in order to 
remove the Methylviolet. Pyronin B (National Aniline Division, C. I. 
No. 741, total dye content 32%) was recrystalized several times from 
water. 150 mg. of the purified Methylgreen and 83 mg. of the recrystalized 
pyronin were dissolved in 100 ce. of the following solvent: 

0,5 g. carbolie acid 

20 ce. glycerin 

2,5 ec. 95% alcohol 

brought up to 100 ce. of distilled water. 
All slides were stained exactly according to the following schedule: 
Sections are run down to water and placed for 45 minutes in the Methyl- 
green-Pyronin stain in a staining jar kept in a 56°C. incubator, washed 
quickly in ice water, blotted gently, differentiated for 24 hours in tertiary 
butyl alcohol, cleared in toluol or xylol, and mounted in clarite. For the 
Methylgreen stain, the procedure is exactly the same with the exception 
that the pyronin is left out when making up the reagent. 

The preparation and use of the FEULGEN reagents were described in 
the papers of StowELt [35] and D1 Sterano [10]. All measurements 
were made on slides which had been hydrolyzed for 12 minutes—although 
with these tissues it was found, somewhat unexpectedly, that a variation 
of 4 minutes more or less in hydrolysis produced little difference in the 
amount of the regenerated fuchsin in the chromatin. 

The reagents for demonstration of total protein (i.e., histone plus 
non-histone) by the MILLON reaction were as follows: Reagent A. Stock 
solution, 3,6 Molar trichloracetic acid (kept in refrigerator); for use the 
stock solution is diluted with an equal quantity of water, and 0,5 g. 
mercuric acetate is dissolved in each 10 cc. of the diluted reagent. 
Reagent B. Sodium nitrite, 1%. The schedules followed in using the 
MILLON reaction were as fellows: Sections are run down to water, excess 
water is drained off and the slides placed in reagent A, which has been 
warmed to 30°C. After 5 minutes 0,5 cc: of reagent B is added to each 
10 ce. reagent A, and the color allowed to develop for 25 minutes. The 
excess reagent is drained off the slides, and the acid washed out in a series 
of three staining jars of 70% alcohol for a total of 15 minutes. The 
sections are passed up through 85%, 95% and 100% alcohol, cleared in 
xylol and mounted in clarite. For a blank slide the procedure is the same 
with the exception that reagent B is omitted, and the total time in reagent A 


is 10 minutes. 


Ideally three prime requirements should be fulfilled if a staining or 
color reaction is to be used for quantitative absorption measurements: 
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a) the reaction must be one for which a chemical interpretation based on 
test tube experiments can be reasonably assumed; 6) the specificity of 
the reaction must be demonstrated on cytological preparations; and c) the 
method must be standardized so that it is accurately reproducible. Each 
of the three cytological methods which are mainly used quantitatively in 
this study fulfills these requirements when applied to tissue which has 
been fixed in CaRNoy’s acetic alcohol (1:3). (Pyronin staining is not 
reproducible, but can be used for relative measurements on one slide.) 
After acetic alcohol fixation and the subsequent standard procedures of 
embedding, sectioning, etc., the only substances left in the animal cell in 
considerable amounts are probably proteins and nucleic acids, plus such 
smaller molecular groups as may be combined with them. The question 
of specificity then becomes merely the problem of demonstrating that 
the reaction is specific for one of the three categories of substances: 
protein, pentose nucleic acid, or DNA. For methylgreen, the demon- 
stration of its specificity for DNA in a certain physical state (called for 
convenience highly polymerized—see page 463), of its reproducibility, 
and of its supposed physical basis have been recently described for cyto- 
logical preparations (POLLISTER and LEUCHTENBERGER [26]). The in vitro 
specificity of the MILLOoN reaction for tyrosine and tryptophane in protein 
is well known (Fo.in and Crocatrru [15]). The color is supposedly due 
to formation of a nitroso compound (Gress [16]). This specificity has 
been confirmed cytologically by the observation that salmon sperm 
nuclei, which are practically pure nucleoprotamine and so deficient in 
tyrosine and tryptophane, are MILLON negative; and that structures, 
which are mainly composed of collagen, which likewise is tyrosine and 
tryptophane deficient, are nearly MiLoN negative (POLLISTER, un- 
published). The reproducibility of the MimLon reaction has been shown 


Table 1. Reproducibility of FEULGEN stain in Tumor and 
liver nuclei of mice. 








No. of experiment Material ahd oor Mean extinction 
1 Mouse tumor nuclei 10 0,226 + 0,01 
6 microns 
2 Mouse tumor nuclei 10 0,246 + 0,01 
6 microns 
3 Mouse tumor nuclei 10 0,232 + 0,01 
6 microns 
4 Mouse liver nuclei 17 - 0,382 + 0,01 
9 microns 
5 Mouse liver nuclei 10 _ 0,413 + 0,018 
9 microns 
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by absorption measurements on thyroid colloid and nucleoli (POLLISTER 
and Mirsky [28], Potiister and Ris [29)). 

The specificity of FrxuLGEN’s nucleal reaction when properly carried 
out has rarely been questioned in recent years (STOWELL [35]). A simple 
experiment which demonstrates this is that when the nucleic acid is 
removed chemically (hot trichloracetic acid, SCHNEIDER [32]), the chro- 
matin becomes FEULGEN ne- , 
gative. This is further suppor- 
ted by the study which D1 
STEFANO has made of the 
quantitative relationship be- 
tween the ultraviolet absorp- 
tion of the nucleic acid bases 
and the intensity of the Frut- 
GEN reaction. The possible 
chemical reactions involved in 
the ScuirF reaction have been 
considered by WIELAND and 
ScHEvInNG [39] and, in the 
nucleal reaction more recently 
by Sracezy et als. [33]. Ex- 
tensive quantitative data on 
the reproducibility of the 
FEULGEN reaction do not seem 
to have been published. Table 1 
shows the sort of reproduci- 
bility which is found in most 
material which has been stu- 
died in this laboratory. A fur- Fig. 1. Photograph of the photometric apparatus 
ther interesting confirmation (POLLISTER and MosEs) used- for measurements of dye 

absorption. 
of the specificity of both the 
methylgreen and FEULGEN reactions is the fact that in normal nuclei 
there is a constant ratio between these twu, as would be expected if two 
different parts of the DNA molecule—the sugar and the phosphoric 
acid—are being independently visualized on the slide. 

The methods of measurement of absorption used in this study were 
essentially those of PoLLISTER and Ris [29], using an apparatus like that 
described by PouiistER and Mosss [27] (Fig. 1). All of the raw data 
are transmission measurements of nuclei, placed in the center of the 
microscopic field, the size of the aperture of the iris diaphragm of the 
scanner (or photometric element) being adjusted to coincide with the 
nuclear margin. The position of the diaphragm lever was recorded to 
give the diameter of each nucleus measured (Table 2). The FEULGEN 
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reaction was measured as absorption of the green light isolated from 
a 6-Volt ribbon filament lamp by a Farranp interference filter with a 
peak transmission in parallel light at 557 millimicrons. As used in the 
K6xLER microscopic illumination the filter was in a slightly convergent 
beam. The condenser diaphragm was usually less than 4,0 mm. in 
diameter. The methylgreen stain was measured with the same optical 
arrangement, using the red light isolated by a Farranp filter, with a 
peak at 626 millimicrons. The MILLOn reaction was measured as absorp- 
tion of the strong 365-6 millimicron lines isolated from a G. E. AH 4 
mercury vapor lamp by a Corning glass filter No. 5840. The phototube 
was an R.C. A. Photomultiplier, Type 1 P 22, with alternating current 
power supply constructed by S. ScHLazEr in the Biophysics Laboratory 
of the late Professor Sztic Hecut; the output was amplified by an 
apparatus constructed in this laboratory by R. VocEL. Experiments 
indicated good linearity of response of the whole photometric-microscopic 
apparatus. That the photosensory surface of the tube was uniform in its 
response was shown by the fact that the galvanometer reading was found 
to be proportional to the size of the area of the cathode illuminated. 
The transmission data were converted into extinctions (optical density 
or logy) 1/T) which appears in the tables as E,;9, Eg.;, and E3, for, respect- 
ively, the FEULGEN reaction, methylgreen stain, and the MILLON reaction. 
The final values were reached by subtracting a measured blank. In the 
present study these extinctions, which are the values directly dependent 
upon the number of molecules in the absorption path, do not, taken 
alone, show clearly just what chemical changes may be occurring during 
pycnosis. A cioser approach to this picture emerges only when the ex- 
tinctions are corrected for differences in nuclear volume. This may be 
done in a simple way by multiplying extinction by nuclear volume, as 
in Fig. 6 below. For computations of relative amounts of substance it is 
useful to compute the mean optical path or length of a cylinder equivalent 
to the nuclear volume which is 1,33 r, where r is the radius of the nucleus 
(Table 2, column 6). From the optical path the amount of absorbing 
material is readily computed, in terms of a standard (POLLISTER and 
Ris [29]). The convenient standards used were the extinctions for a 
concentration of absorbing substance of 1,0 mg. per cm’, in a 1,0 em path, 
computed from data obtained by measurements of dilute solutions in 
a BECKMAN spectrophotometer. These are admitted to be only approxi- 
mations for a number of reasons, some of which are the following: a) the 
optical conditions of a microscopical measurement are in some respects — 
very different from those in a spectrophotometer (see CaSPERSSON [2] 
and UBER [37]); 6) the absorption of the peripheral part of the nucleus 
is too low due to marginal diffraction (THORELL [36]); c) some of the 
spectrophotometric data are from pure dyes and from the color developed in 
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pure amino acids, not from the actual compounds which are measured in the 
nuclei; d) the standards are solutions, the measured substances in the nuclei 
are colored precipitates, transparent solids; e) the standards are optically 
homogeneous, the nuclear material is heterogeneously distributed which 
should lead to too low absorption values; f) the validity of Brzr’s law at 
the concentration in the nuclei is not surely established for the substances 
measured in all cases—although such evidence as there is indicates that 
the deviations are not large (see CasPpERSSON [2] for a dye; THORELL [36] 
for nucleic acids; and PoLLisTER and Ris [29]for the MmLLon tyrosine- 
mercurial). The standard for regenerated fuchsin (FEULGEN reaction) was 
E59) 178, computed from the value used by D1 Sterano [10]. The Miiton 
reaction is assumed to be all due to tyrosine (since tryptophane is in most 
proteins present in small amounts) and at any rate, the specific absorption 
of its MmLLon-mercurial is not far from that of tyrosine (PoLLISTER, un- 
published) and the standard used was E,,,, 22, computed from unpublished 
data of Mirsky and Po Luister. The computed amounts of dyes and 
tyrosine mercurials per nucleus are most significant as indicators of the 
relative amounts of protein and DNA; and hence for a picture of the nucleo- 
protein composition the latter have been computed. Assuming that the 
FEULGEN reaction proceeds as suggested for the Scuirr reaction by Wiz- 
LAND and ScHEvInG [39], DNA can be computed directly from the E,; of 
the FEULGEN reaction by using the standard 47. Similarly, if one assumes 
for the considerable variety of proteins which must be in the nucleus 
an average tyrosine content of 6,25°% (one-sixteenth), then the protein 
content can be computed directly from the MILLON E,.,, by using as a 
standard 1,4. The present study involves no computations of the amount 
of nucleic acid from the methylgreen staining or from pyronin. Since 
the present study is concerned with ratios of measured extinctions of 
a staining reaction and two color reactions on objects which are optically 
very nearly alike, the errors discussed above are actually not of great 
significance, provided the assumption is made that in any one type of 
nucleus the protein and nucleic acid have essentially the same distribution. 


III. Results. 
A. Cytological and histological studies of tumor transplants. 


If a fresh viable tumor of Sarcoma 180 (7-10 days after transplanta- 
tion) is cut into small pieces and transplanted under aseptic conditions 


1 Computations as to absolute amounts in heterogeneous cytological 
objects are subject to all of these errors, and a near approach to the correct 
values perhaps only occurs as a result of a fortuitous balance of errors. The 
close correlation of cytological and gross analytical values which POLLISTER 
and Ris [29], reported for DNA in isolated thymus nuclei has since been 
found to be invalid, due to a great error in counting the nuclei in the aliquot 
(Ris, personal communication). 
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into mice, then all mice will show a tumor of about 1,0 cm. in diameter 
7 days after transplantation. Sections of such tumors stained with 
methylgreen-pyronin show predominantly fresh, viable tumor cells, the 
nuclei of different sizes and shapes being stained bluish (due to com- 
bination of methylgreen and pyronin), while the cytoplasm stains strongly 
red with the pyronin. The nuclei contain very often one or more large 
nucleoli, heavily stained with pyronin. There are quite a number of 





Fig. 2. Photomicrograph of a tumor (Sarcoma 180) removed 7 days after transplantation, showing 

fresh tumor nuclei of different sizes and shapes and a number of mitotic figures. The spherical nuclei 

were selected for measurements. Sections were fixed in CARNOY, cut at 6 microns, stained with methyl- 

green- sea Magnification 450 times, photograph was taken on Kodak M plates, with neutral 
density filter, exposed for 60 seconds. 


mitoses present as can be seen from the photograph (Fig. 2), which was 
taken from a 7 days old transplant of Sarcoma 180. If a piece of such 
a viable tumor is transplanted into a mouse and then removed after one 
hour, the cytological picture is not very different from that before trans- 
plantation, except that at the periphery there is some necrosis. ROESSLE 
[30], who in 1936 studied the histology of a transplanted mouse carcinoma, 
also observed this same sort of peripheral necrosis as the first sign of 
degeneration of the transplant. He believed this to be different from the 
necrosis occurring somewhat later in the center of the tumor (pycnosis), 
concluding that the former was due to ‘‘Heterolysis”’, while the latter 
was due to autolysis. If the tumors are removed 5-7 hours after trans- 
plantation the sections show an increasing number of pycnotic nuclei in 
the center of the tumor, but most of the nuclei still show structural 
details including even nucleoli. Indeed there are still mitotic figures, but 
the cytoplasm seems to be less heavily stained with pyronin, while the 
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nuclear stain is still definitely bluish, When removed after 8—24 hours, 
the whole tumor transplant seems to show all different stages of nuclear 





Fig. 3. Fig. 4. 

Fig. 3. Photomicrograph of a tumor transplant (Sarcoma 180), 24 hours after transplantation, showing 

pycnotic tumor cells of different sizes. The area from which the photograph was taken is somewhat 

distant from the center of the transplant (see Fig. 5). Thickness of sections, staining and magnification 
are the same as in Fig. 2. 


Fig. 4. Photomicrograph of the same section as Fig. 3, but area photographed is in the center of the 
transplant (see Fig. 5), showing besides pycnotic nuclei, advanced stages of necrosis and disintegrated 
nuclear material. 





Fig. 5. Photomicrograph of the same section as in Fig. 3, and 4, but taken at a lower magnification 
(75 times). The photograph shows the relationship of the 24 hour tumor transplant to the host 
tissue (skin). 
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pyenosis and degeneration (Figs. 3, 4 and 5). The most striking feature 
after staining these slides from older transplants with methylgreen- 
pyronin, is the nearly complete loss of the stainability of the cytoplasm 
with the pyronin and the change of color of the nuclei, which are now 
predominantly red in contrast to the blue nuclei which were characteristic 
of the fresh tumors. It looks as if the pycnotic nuclei had lost their 
stainability with methylgreen, but if the same slides are stained with 
methylgreen alone, it can be seen that the pycnotic nuclei certainly do 
still stain. Photometric measurements, however, show that the methyl- 
green is relatively much weaker, so that to the eye it no longer has any 
appreciable effect upon the undiminished red of the strong pyronin stain 
in the chromatin. Transplants removed later than 48 hours show pre- 
dominantly fresh tumor cells with bluish chromatin, with the cytoplasm 
stained intensely with pyronin, large nucleoli similarly stained, and an 
increasing number of mitoses. The original old tumor transplant can 
sometimes still be seen, even as late as 98 hours. It consists predomin- 
antly of swollen nuclei which stain with pyronin only. These swollen 
nuclei (advanced karyolysis) still give a FEvLGEN reaction, though a 
rather faint one. 

The photometric studies were made from 7 to 24 hour transplants, 
in which a large proportion of the nuclei are in various stages of pycnosis. 
The histological signs of the course of pycnosis are a progressive decrease 
in nuclear volume and increasing condensation of the chromatin. Although 
not all fresh tumor nuclei are spherical, even the earliest clearly pycnotic 
stages—the largest of the condensed red nuclei—are approximately 
spherical and the later pycnotic stages are the same shape (Figs. 4 and 5). 
The pyenotic nuclei all lack nucleoli and the various large masses of 
chromatin (“Heterochromatin ?”). In methylgreen-pyronin preparations 
of the 7-24 hour transplants, all of the red, more or less homogeneous nuclei 
which stili stain heavily are assumed to be pycnotic, and the smaller ones 
are regarded as later stages. For the quantitative study, three sizes of 
these nuclei were arbitrarily selected and called pycnosis I, II and III 
(Table 2). Absorption measurements of spherical cytological objects are 
relatively easily translated into concentrations and quantities of absorbing 
material. Hence for comparison with the pycnotic stages, spherical 
fresh tumor nuclei of one particular size were selected for measure- 
ments. This selection is justified by the observation that although 
the fresh nuclei of Sarcoma 180—as in all malignant growths—are of 
various shapes and sizes, all appear to contain about the same amount 
of substance, the larger ones being merely dilutions of the smaller 
(compare also VENDRELY and VENDRELY [38]). The data which are 
of value in interpreting the absorption measurements are summarized 
in Table 2. 
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Table 2. Showing the marked decrease of nuclear volume 
during different stages of pycnosis of Sarcoma 180. Allnuclei 
are cut at 6 microns. 

















s Diagrammatic gree of Mean Mean Mean 
tage nuclear appearance Theat diameter volume optical path 
Preah: . siaho 0.0 . 43 70 8,6 333 5,2 
PyecnosisI ........ 60 6,2. :|. 19% 4,0 
Eee 
Pycnosis II ....... es) 60 4,5 48 3,0 
Pyenosis III ...... £f 60 3,5 22 | 2,3 


























B. Photometric studies of tumor nuclei. 
1. Protein. 


The results of absorption measurements of the MILLon reaction for 
total protein in tumor are shown as E3,; values in column 3 of Table 3. 
The computed relative concentrations of each stage are shown in column 4, 
and the computed total protein for each nucleus (relative amount) in 
column 5. The fresh Sarcoma 180 nuclei have a high concentration of 
protein, about 20°. This agrees very closely with the findings of CaspERs- 


Table 3. Protein (MILLON reaction) during pycnosis. 
(Sarcoma 180.) 








" ‘ Relative* Relative* 
Stage er dela og Mean Eyes concentration | amount per nu- 
% cleusin 10~ 9 mg. 
Wietline cnt. ote 20 ,137 + 0,010. 19,5 65 
PROHOSB des. 0-00 4% 20 ,173 + 0,013 30 37 
Pycnosis II ....... 20 212 + 0,01 51 24 
Pyenosis III ...... 20 ,158 + 0,01 48 10 














* Values in these columns involve several assumptions and therefore are 
only relative. 











462 Cecilie Leuchtenberger: 


son and SANnTESSON [4] on nuclei of carcinoma. It is comparable with 
the protein content of such highly metabolic normal tissue nuclei as those 
of liver cells (see Table 6, column 5). As a nucleus changes from a fresh 
cell to first stage of pycnosis (I), there is a pronounced drop in amount of 
protein per nucleus to about half the earlier vaiue. The protein continues 
to decrease in amount as the nuclear volume becomes less in pycnosis II 
and Il. 


2. The FEULGEN reaction (total desoxyribose nucleic acid). 


The changes in total DNA during pycnosis are indicated by the E,,, 
of the FEvULGEN reaction (Table 4). As before, the extinctions give a quite 
misleading impression, and the actual changes are clearly seen only when 
the extinctions are considered in terms of the volume of the absorbing 
mass. This is shown in column 5, which sk ows the total nucleic acid per 
nucleus, computed as described earlier. In striking contrast to the pro- 
tein there is probably little, if any, change in amount of DNA, as a nucleus 
is altered from the fresh condition to pyenosis I. The apparent slight 
increase is about what might be expected from the reduction of the 
distributional error (see page 456) as a result of the nuclear condensation. 
Later the actual loss of the DNA begins, and by stage II the pycnotic 
nucleus contains about one-half as much DNA as the fresh nucleus. The 
further loss will not be considered in this study, since it belongs more 
properly to the later, or karyolytic, nuclear degeneration. 


Table 4. Desoxyribosenucleic acid (FEULGEN) during pycnosis. 
(Sarcoma 180.) 








Relative* Relative* 
Stage yo a Mean E559 concentration | amount per nu- 
% cleus in 107 9 mg. 
[Tp EE Se Se oe ,247 + 0,013 1 3,3 
inp a 20 ,658 + 0,030 3,4 4,2 
Pyenowm I0. 2... 20 ,850 + 0,040 6 2,8 
Pycnosis III ...... 20 ,881 + 0,025 8 1,7 














3. Methylgreen staining. 


The results of photometric measurements of nuclei which have been 
stained with Methylgreen are given in Table 5. The actual extinctions are 
somewhat higher in all pycnotic nuclei than in fresh nuclei. When these 
values are corrected for the changes in the nuclear volume (Fig. 6), it is 
clearly evident that the amount of Methylgreen per nucleus decreases 


* Values in these columns involve several assumptions and therefore are 
only relative. 
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Table 5. Change in Methylgreen stainability (polymerization 
of Desoxyribose nucleic acid) during pycnosis. 
(Sarcoma 180.) 

















Stage No. of nuclei measured Mean E,.; Pe mone men ye 

A eg AGAR 20 ,240 + 0,012 98 
Pycnosis I...... 20 ,278 + 0,013 42 
Pyenosis II..... 20 ,3822 + 0,013 38 
Pyenosis III.... 20 5377 + 0,02 43 
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Fig. 6. Showing the relationship between FEULGEN and methylgreen stainability during different stages 
of pycnosis in Sarcoma 180. The arbitrary units on the ordinate represent extinction times nuclear 
volume. 


steadily throughout pyecnosis, as did the protein. The Methylgreen 
stainability of chromatin in cytological preparations has been shown to 
be dependent upon the DNA being in a certain physical state, which for 
convenience may be referred to as “highly polymerized” (Kurnick [22], 
PoLLISTER and LEUCHTENBERGER [26)]). 

By simple experiments the nucleic acid can be changed so that it no 
longer stains with Methylgreen (i. e., it is depolymerized), although still 
capable of giving the full FEULGEN reaction. Therefore, a quantitative 
comparison of the Methylgreen reaction of a certain type of nucleus with 
the FEULGEN reaction on the same sort of nucleus on another slide will 
indicate to what extent such a depolymerization has occurred. In all 
normal tissue cell nuclei which have been examined in this laboratory, 
as in the fresh tumor nuclei, there appears to be such a proportion of the 
DNA which is stainable with Methylgreen that the extinctions of the 
two dyes (E,., and E,.9) are nearly equal (Tables 4 and 5, and Fig. 6), 
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and any deviation from this ratio may be interpreted as depolymerization. 
By contrast, in the pyenotic nuclei of Sarcoma 180 the Methylgreen 
stainability is far weaker than would be expected from the FEULGEN 
reaction, the E,,, being in I, II and III only about 40% of expectation. 
The depolymerization is shown most strikingly in stage I, since at that 
time the FEULGEN reaction shows that the nucleus still contains the full 
amount of DNA (that is, the amount characteristic of fresh tumor nuclei). 
But from the Methylgreen absorption it is clear that by stage I about 
60%, of the original Methylgreen stainable DNA has become depolymerized. 
Thus the striking change'in DNA with the onset of pycnosis is not a loss, 
as with protein, but an extensive depolymerization}. 


C. Pycnotic degeneration of normal nuclei. 


An experiment was made to determine whether the changes just 
described are peculiar to sarcoma cells, or whether the pyecnotic degenera- 
tion of a normal tissue cell nucleus proceeds in the same way. In nucleo- 
protein composition the nuclei of hepatic epithelium are very similar to 
fresh sarcoma nuclei. Small pieces of mouse liver were implanted sub- 
cutaneously, removed after five hours, and cytological preparations were 
studied photometrically. The results are summarized in Tables 6, 7 und 8. 
The pyecnosis proceeds much faster in liver nuclei than it does in an 
implanted sarcoma, and at 24 hours the nuclei have auitolyzed so far as 
to be unrecognizable. The DNA content of the nucleus,.computed from 
the FEULGEN reaction, of a five hour liver implant has fallen to a level inter- 
mediate between pycnosis II and III of the sarcoma 24 hours after trans- 
plantation. The protein content and the FEvuLGEN-methylgreen ratio are 
both what would be expected if the course of pycnotic degeneration of 





1 It must be emphasized that depolymerization is here used in a broad 
sense to describe what may be no more than a change of molecular configura- 
tion, perhaps analogous to the reversible viscosity changes which are readily 
brought about in solutions of highly polymerized DNA (GREENSTEIN [18], 
GULLAND [17]). In the process which results in loss of Methylgreen staining, 
there is no definite evidence as to what extent, if any, there: has been depoly- 
merization in the stricter sense of cleavage of the molecule into smaller frag- 
ments. For example, experiments show that the Methylgreen stainability 
can be completely abolished by hot water treatment without appearance of 
any DNA degraded to such an extent that it is removable with cold trichlor- 
acetic acid. Also, no measurably greater pyronin stainability accompaiies 
this change, although such an increase might be expected from KURNICK’s [22] 
demonstration that enzymatic degradation of DNA in vitro results in loss 
of Methylgreen stainability and appearance of an affinity for pyronin. In 
a slide on which fresh tumor nuclei showed a mean E,;, pyronin extinction 
of 0,479, the mean E,,, of pycnosis I was 1,1, which is about the ratio shown 
by the FEULGEN data on the same two nuclei. 
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normal nuclei is, acept for rate, not different from that of sarcoma nuclei 
of similar initial composition. 


Table 6. Protein (Mitton reaction) during pycnosis (liver). 








* Relative* 
Poem pessahen No. Relative* pt 
— of nucleus | cleus in cu-| Of nuclei | Mean Eyes | concem- | per nucleus 
in microns | bic microns measured tration % in 10—9 mg. 
Normal ,209 
liver nucleus 8,30 299 20 + 0,020 23,6 70,8 
Pyenotic ,190 
liver nucleus 3,46 22 10 + 0,013 58 12,7 




















Table 7. Desoxyribose nucleic acid (FEULGEN) during pycnosis 








(liver). 
Mean Mean volu- . Relative* 
diameter | me of nu- No. Relative* | amount per 
Stage of inidisas | cleus in ca- of nuclei Mean E559 a ag nucleus in 
in microns | bic microns measured tration % 10-9 mg. 
Normal ,348 
liver nucleus 8,30 299 17 + 0,019 1,34 4 
Pyenotic ,802 
liver nucleus 3,46 22 20 + 0,030 7,3 1,6 




















Table 8. Change in Methylgreen stainability (polymerization of 
Desoxyribose nucleic acid) during pyenosis (liver). 








Mean diameter | Mean volume No. Ratio of E,,, to 
Stage of nucleus of nucleus in of nuclei Mean Egos | E559 (FEULGEN) 
in microns cubic microns | measured expressed as % 
Normal ,341 
liver nucleus 8,30 299 17 + 0,022 98 
Pycnotic ,378 
liver nucleus 3,46 22 20 + 0,020 47 

















D: Summary of nucleoprotein changes in pycnosis. 

The photometric observations may be briefly summarized: The onset 
of pyecnotic degeneration (stage I) is characterized by a) considerable 
reduction of nuclear volume, 6) water loss, ¢) loss of a large proportion 
of the protein, d) decrease in the proportion of desoxyribose nucleic acid 
which is stainable by Methylgreen, which indicates depolymerization. 
After stage I there is progressive loss of DNA. 


* Values in these columns involve several assumptions and therefore are 
only relative. 
Chromusoma, 3. Bd., Heft 6. 32 
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Because of the marked loss of protein, a nucleus in pycnosis I appears 
to have a total nucleoprotein composition which is very different from 
that of a fresh nucleus as shown by the protein-DNA ratio in the block 
diagram (Fig. 7). Instead of being approximately 20 times, in pyenosis I 
the protein per nucleus falls to about 9 times the DNA. Although the 
actual amount of nuclear material decreases, this same sort of overall 
nucleoprotein composition characterizes the later stages of pyecnosis; in 

II the protein-DNA ratio is 




















" 8,5; in III it is 6,0 (compare 
n Tables 3 and 4). 

a Further consideration of 

the Methylgreen data leads 

| to a somewhat different 

possible view of the relation 

bad between the nucleoprotein 

4 composition of the pycnotic 

OF chromatin and that of fresh 

— tumor cells. In stage I more 

20 than half of the originally 

highly polymerized DNA 

+ has become depolymerized. 

There remains about 40% 

“Fresh Tumor Fyknosis 1 Pyknosis2 Pyknosis 3 which is still highly poly- 


merized—and this may be 


Fig. 7. Showing the relationship between proteins and regarded as an index of the 


desoxyribosenucleic acid during different stages of pycnosis a 
of Sarcoma 180. The computations are based on several ah ortion of the total DNA 
assumptions, therefore the values are only relative. The which is still unchanged and 


units on the ordinate are computed from the extinctions : * : 
Gi Detain will indtcen vite is essentially like that of the 
' fresh, non-pyenotic nuclei. 


Since in normal nuclei the FruLGEN and Methylgreen extinctions 
are about equal, it seems justifiable to estimate the normally 
polymerized DNA of pycnotic nuclei from the FruLGEn-Methylgreen 
extinction ratio (Table 5, column 4), or by drawing a line across 
the FeutcEn block at the level of the top of the Methylgreen block 
(Fig. 6) the normal DNA then being that below the line. If one disregards 
the depolymerized DNA (above the line) and compares only this normal 
DNA with the protein content of the nuclei of each pyenotic stage, a very 
interesting relationship emerges. The total protein in all stages of pycnosis 
is in approximately the same proportion to the highly polymerized nucleic 
acid as that which is characteristic of the fresh nuclei. In the latter the 
protein was 19,5 times the nucleic acid; in pyenosis I the protein is 
20,6 times the normal polymerized DNA (in contrast to 9 times the total 
DNA); in II the ratio is 22,6, and in III it is 13,7. The deviation in 
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pycnosis III is certainly in part due to difficulty in measuring these small 
objects. It may also be a characteristic of the latest stages, nearer the 
karyorrhexis and karyolysis which are possibly quite different processes 
from pycnosis. 

From the above data a reasonable interpretation of the course of 
pycnotic degeneration of the nucleoprotein is perhaps somewhat as follows: 
Initially (I) there is rounding up of the nuclei, great water loss, reduction 
of nuclear volume and visible chromatin condensation. This is accom- 
panied by degeneration of somewhat more than one-half of the chromatin, 
which is indicated by loss of practically all of its protein and by depoly- 
merization of its nucleic acid ta the point where it is Methylgreen negative. 
As pyenosis proceeds further, the depolymerized DNA becomes lost from 
the nucleus. 


Y. Diseussion. 


It is well known that in routine examination of a slide a pyenotie 
nucleus is recognizable by being conspicuously darker than a normal 
nucleus. The photometric measurements fully confirm this. For example, 
in the FEULGEN preparations of Sarcoma 180 the pyenotic nuclei were found 
to have extinctions of about 0,600 to about 0,800 in contrast to less than 
0,300 of fresh nuclei (Table 4, column 3). With pyronin or any other 
common basic dye, except Methylgreen, this same sort of relationship is 
found. In speculations concerning the possible chemical basis of the 
cytological appearance known as pycnosis it has been assumed that this 
is a result of a change in the chromatin so that it binds more of the basic 
dye; that is, the stainability is increased. For example, recently Dr 
RosBeErtis [9] suggested that the greater basophilia of pycnotic nuclei 
may be due to the fact that the protein has become dissociated from the 
nucleic acid, thus liberating more acid groups on the latter. However, from 
the analysis of absorption data it is clear that, in fact, there is no real 
increased basophilia in pycnosis, even though it is undeniable that the 
degenerating nuclei are much darker. In stage I, which has an extinction 
over twice that of the fresh nuclei, and hence would appear twice as 
darkly stained to visual examination, the amount of pyronin bound is 
no greater than by the much lighter fresh nucleus (see footnote 1, 
page 464). This illustrates a common pitfall which awaits those who 
attempt to draw quantitative conclusions from visual estimates of color 
intensity or even from raw data of absorption measurements. Visible color 
intensity and photometric absorption have in common the fact that both 
depend upon the amount of absorbing substance in the light path. Only 
when objects being compared are alike in size, shape and microscopical 
orientation do absorption measurements and intensity differences, of 
themselves, indicate real variation in amount of absorbing material. 

32° 
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Another characteristic cytological aspect of pycnosis in Sarcoma 180 
is that the nuclei are all approximately spherical, even though many of 
them when fresh must have been originally cylindrical or bilobed. This 
cytological finding suggests that the pycnotic nuclei are somewhat like 
fluid droplets, while the fresh nuclei resemble more viscous gel-like bodies. 
Paradoxically, however, the chemical composition seems, at first glance, 
to favor just the opposite relation between the two nuclear types. The 
fresh nuclei contain much more water, and both nucleic acid and protein 
are in much lower concentration (see Tables 3 and 4), and therefore these 
nuclei are the ones which might be expected to behave like droplets. 
But it is evident that, if a structure contains a high concentration of such 
large molecules as proteins and DNA, the viscosity may depend far more 
upon the physical state of these constituents than upon their concentra- 
tion. There seem to be two factors in the change from the fresh to the 
pycnotic condition that might be expected to contribute to a lowered 
viscosity of the pycnotic nucleus, namely, the change in overall protein- 
nucleic acid ratio and the depolymerization of over half of the nucleic 
acid. It is perhaps noteworthy that many normal nuclei tend to approach 
a spherical shape as they go into prophase of mitosis, a stage at which 
some of CASPERSSON’s data suggest that there is a marked decrease in 
protein relative to nucleic acid. Whether anything analogous to nucleic 
acid depolymerization likewise occurs in prophase remains to be shown, 
although DaruineTon [8] has postulated such a change. 

There is a striking correlation between loss of protein and depoly- 
merization of the nucleic acid—which are the main chemical differences 
between a pycnotic and non-pycnotic nucleus—and one cannot avoid the 
impression that these two may be causally related. This relationship is 
also indicated by some of the data given by D1 Sterano [10]. During 
the period of overhydrolysis in the nucleal reaction, he found that there 
was both protein loss and decrease of Methylgreen stainability, and the 
time curves of these two changes were very similar in shape. It seems 
possible that the nucleic acid can remain highly polymerized only so long 
as the protein is associated with it. A priori one might first look to the 
histone for this function, because of its basic character and the fact that 
in chemical fractionation of nuclei it is always histone which is found to 
be most closely associated with the DNA. There is some support for this 
view that the polymerization of the nucleic acid in the state where it 
stains with Methylgreen may depend upon the maintenance of histone 
desoxyribonucleate. D1 Sterano [10] presented data showing that the 
protein lost during overhydrolysis was histone, and preliminary experi- 
ments in this laboratory indicate that histone removal has an effect on 
Methylgreen staining which is decidedly out of proportion to its quantita- 
tive significance in the total protein in the nucleus. CoHEN [6] has made 
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calculations showing that in some nuclei there is a possible stoichiometric 
relationship between the basic groups of the histone and the free acidic 
groups of the desoxyribosenucleic acid. The total reduction of Methyl- 
green stainability by pretreatment of sections with hot water causes 
a slight loss of protein, but certainly not greater than would be caused 
by removal of the histone (POLLISTER and LEUCHTENBERGER [26)). 

The most general significance of the study of changes in nucleoprotein 
composition during pyenosis comes from the fact that it adds substantially 
to the knowledge of the potential enzymatic activity of the nucleus. 
Previous information concerning this sort of nuclear physiology has come 
from two sources: study of in situ enzymatic action in cytological pre- 
parations and study of isolated nuclei. The former have shown only that 
nuclei contain phosphatase activity, since this is the one type of enzyme 
which retains its activity in fixed tissue (see, for example, KRUGELIs [2/]). 
Practically all other activity is destroyed by the protein denaturation 
which is indeed the most essential feature of “fixation” of tissue. Dounce 
[11] has studied the enzymatic properties of nuclei which were isolated 
_ by the citric acid technique and has found, in addition to evidence of 
small amounts of a variety of enzymes, an exceptionally high content of 
alkaline phosphatase, in agreement with the cytological finding. This 
study, as Dounce points out, must be an incomplete assay of nuclear 
enzymatic activity, for many activities are destroyed by the citric acid 
and also some protein is lost. Recent observations indicate that the 
greater part of the protein of the nuclei, hence of the enzymes, may be 
lost in an isolation procedure (POLLISTER and LEUCHTENBERGER [25], 
Dounce [12)}). 

It is well known to any cytologist, histologist, or pathologist that 
rapid changes occur inside cells upon death of the animal or after any 
marked disturbance of the normal cellular environment. Accordingly, it 
is the practice, whenever possible, to attempt to avoid any complications 
due to these changes, by fixation of tissue as soon as possible after removal 
from its normal site in the animal. If this is not done, sooner or later, 
according to what organ is concerned, the finer details of structure 
disappear, the stainability is decreased, and eventually even cellular 
outlines are lost. The sum total of these changes is often called autolysis, 
in reference to the fact that it is a consequence of the lysing activity 
resident within the cell itself—in contrast to destruction of cells or cellular 
debris as a result of the presence of other cells, such as phagocytes. 
Pyenosis is the usual course of autolysis of the nucleus. A clearcut ex- 
periment has demonstrated that pycnosis is a result of activity of the 
intranuclear enzymes. Boyp [1] mentions an experiment in which boiled 
tissue was implanted into an animal, and examined some time later, as 
in the present experiments. In striking contrast to the rapid pycnosis of 
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untreated nuclei, there was no sign of pycnosis in the nuclei which had 
been boiled. The nuclear details remained sharp and clear, like fixed 
normal tissue, long after transplantations—and extensive changes in 
cytological appearance were evident only long after transplantation (over 
a month), as a result of heterolysis by infiltrating cells. Boiling is a well 
known form of fixation which obviously owes its effectiveness, as do 
other types of fixation, to the fact that the enzymes become denatured 
and hence are no longer in a condition to bring about hydrolysis of the 
cellular constituents. It is clear, therefore, that the nucleoprotein changes 
which accompany pycndsis are to be regarded as a consequence of the 
intranuclear enzymatic activity—which, due to the altered cellular 
environment, is probably predominantly reversed, working in the direction 
of destructive hydrolysis rather than toward normal synthesis. The speed 
of pyenosis in many nuclei (e.g. liver, see p. 465) also is strong presumptive 
evidence that the changes are due to intranuclear enzymes. 

The studies of isolated nuclei have yielded no indication of more than 
slight traces of proteolytic activity. It is therefore of great interest that 
in pyenosis there is evidence of very rapid proteolysis in the nucleus. 
This is striking in both pathological and normal tissue, but is especially 
marked in the liver, in which 5 hours after transplantation the nuclei 
have lost more than three-fourths of their total protein. This process has 
been found to be even more rapid in fresh liver slices immersed in normal 
saline, in which many nuclei lose over nine-tenths of the protein in three 
hours (POLLISTER and LEUCHTENBERGER [25] and unpublished). Clearly, 
nuclei of both Sarcoma 180 and liver possess very high proteolytic potent- 
talities. It seems most unlikely that the enzymes act in this way when 
the cells are in their normal environment with adequate blood supply, 
for there is no evidence of the occurrence of any such process as intra- 
nuclear protein digestion. On the other hand, there is reason to think 
that normally these enzymes are engaged in the reverse of proteolysis, 
protein synthesis, for both the rapidly growing tumor and the liver are 
actively engaged in protein manufacture. The study of pycnosis offers 
direct support for CASPERSSON’s suggestion that the nucleus is an active 
center of protein synthesis. 

The degradation of desoxyrib»se nucleic acid to soluble form likewise 
can be inferred from the photometric study of pycnosis. This process 
always lags considerably behind proteolysis, which is perhaps somewhat 
unexpected in view of the known widespread occurrence of an active 
thymonucleodepolymerase. There are several possible explanations for 
this lag: a) the nuclease has not actually been demonstrated to occur 
inside the nucleus; 6) the degradation of the very large DNA molecules 
may be a much slower process than proteolysis; c) proteolysis may have 
destroyed a large proportion of the nucleases; d) perhaps DNA cannot 
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be depolymerized unless it is first freed from bound protein; e) perhaps 
DNA hydrolysis must wait upon proteolytic destruction of an inhibitor 
of thymonucleodepolymerase (ZAMENHOFF and CHarcarF [40], Da- 
BROWSKA et als. [7]). 


VI. Summary. 


Pyenotic degeneration of neoplastic and normal nuclei of mice has 
been studied cytologically and cytochemically, in pieces of tissue removed 
some time after subcutaneous transplantation. 

The cytological changes in pycnosis were found to be about as they 
have often been described earlier: the nuclei become spherical, shrink 
progressively, the nucleoli become lost, the chromatin becomes homo- 
geneous. 

The relative changes in total .desoxyribose nucleic acid were followed 
by the FEULGEN reaction; the methylgreen stain was used as an index of 
nucleic acid polymerization; the relative total protein content of the 
nuclei was estimated from photometric measurements of the MILLon 
reaction. A sequence of three decreasing sizes of pyecnotic nuclei (stages I, 
II, ILL) were selected for photometric study. 

In transplanted Sarcoma 180 the change from fresh tumor cell to 
Pyenosis I involves loss of nearly half the protein, no significant decrease 
in DNA, and depolymerization of over half the DNA. Later these pro- 
cesses continue, and there is added progressive loss of DNA. It is pointed 
out that at any pycnotic stage there is total protein equivalent to about 
20 times the highly polymerized (methylgreen -positive) DNA, which is 
the ratia found in non-pyenotic nuclei of the type from which these were 
derived. It is suggested that this part of the pyenotic chromatin re- 
presents the unaltered nucleoprotein. 

In transplanted liver nuclei pyenosis is much more rapid than in 
neoplastic tissue, but otherwise the two processes are similar both cyto- 
logically and chemically. 

The discussion points out that: a) there is no real increase in chromatin 
stainability in pyenotic nuclei; 6) the change of shape at pycnosis may 
be due to lower nuclear viscosity accompanying the DNA depolymerization ; 
c) the highly polymerized state af the DNA may depend upon the presence 
of some particular protein, possibly histone; and d) that pycnosis can 
be interpreted as showing high proteolytic activity in-the nucleus, and 
a delayed nuclease activity. 
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I. Introduzione. 


Ricerche mie e di miei collaboratori hanno dimostrato che in alcune 
specie di planarie di acqua dolce lo spermio ha una funzione puramente 
attivatrice e che lo sviluppo si compie col solo corredo cromosomico 
dell’uovo. 

Espongo nel presente lavoro le mie osservazioni personali sulla razza 
G di Dugesia benazzii della Sardegna, aggiungendo qualche riferimento 
sulle ricerche compiute da G. Brnazzi-LENTATI sulla razza V della 
medesima specie e da N. G. Lepori su Polycelis nigra Exp. 

Premetto che la razza G presenta un comportamento cariologico assai 
peculiare, da me illustrato in precedenti lavori; essa é contraddistinta 
infatti dalle seguenti caratteristiche: 

1. gli ovociti posseggono 32 cromosomi (raramente un numero mag- 
giore) e possono considerarsi tetraploidi rispetto al corredo normale di 
D. gonocephala. In D. gonocephala infatti il corredo cromosomico é 
2n = 16, n = 8, come fu messo in evidenza da ScHLEIP (1907) su esem- 
plari della Germania e come io stesso ho potuto confermare su esemplari 
provenienti dai dintorni di Parigi, gentilmente fornitimi dal Prof. 
Der Braucuamp, che vivamente ringrazio; 


1 In Sardegna io trovai diversi anni fa una planaria che credetti poter 
identificare con la ben nota Dugesia (HLuplanaria) gonocephala (DuGks); studi 
posteriori hanno peid condotto a porre in dubbio tale identificazione,. tanto 
pit. che gli esemplari della Sardegna non si incrociano affatto con esemplari 
di gonocephala della Francia. Il nome specifico benazzii é stato provvisoria- 
mente proposto dal mio Assistente Prof. LEPoRI, che ne sta compiendo l’esame 
morfologico. 
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2. durante l’ovogenesi non si ha sindesi e quindi non si formano 
bivalenti e tetradi; 

3. i fusi acromatici degli ovociti sono in genere tripolari (in qualche 
caso anche tetrapolari) ; 

4. negli elementi della linea maschile il corredo diploide @ inferiore 
a 32 e durante la spermatogenesi si ha sindesi e quindi formazione di 
bivalenti. 

Questa stirpe G, malgrado le anomalie della ovogenesi, é normalmente 
feconda e si moltiplica esclusivamente per via sessuata; inoltre é inter- 
feconda con le altre stirpi della Sardegna, compresa la razza V che pre- 
senta caratteri cariologici simili a quelli di D. gonocephala, cioé corredo 
diploide sia nella linea maschile che in quella femminile (27 = 16, n = 8) 
e normale meiosi durante l’ovogenesi. 

Prima di illustrare il comportamento dello spermio nel processo 
fecondativo, credo opportuno precisare alcune caratteristiche della 
ovogenesi nella razza G. 


Il. Teenica. 


Per lo studio degli ovociti ancora contenuti nei germigeni mi sono 
valso sia di sezioni microtomiche, sia di preparati per schiacciamento. 
Nella tecnica delle fette ho usato come fissatore il liquido di Bouin ris- 
caldato a circa 40°C. (durata della fissazione una quindicina di minuti) 
oppure il Bouin con aggiunta di 1% di acido cromico (durata della fissa- 
zione, a temperatura ambiente, alcune ore); colorazione con ematossilina 
ferrica oppure col FEULGEN. 

I preparati per schiacciamento sono stati allestiti con la tecnica 
seguente: piccoli frammenti di planaria, contenenti la gonade, vengono 
dissociati in una goccia di carminio-acetico ed ivi lasciati per circa 3—4 ore, 
quindi schiacciati tra porta e coprioggetti; i preparati vengone quindi 
lutati con luto R. pu Noykr, che ne assicura la conservazione per alcuni 
mesl. 

Per gli esami degli ovociti racchiusi nel bozzolo dissocio il contenuto 
del bozzolo stesso in una goccia di carminio acetico; con un po di pratica 
si riesce ad individuare le poche cellule uovo sparse tra migliaia di cellule 
vitelline. 


III. Svolgimento della ovogenesi nella razza G. 


Come ha detto, le cellule genitali femminili in questa razza posseggono 
32 cromosomi (salvo qualche variazione individuale) e debbono quindi 
esser considerate tetraploidi. Sugli ovogoni ho raccolto scarsi dati, poiché 
raramente si trovano in mitosi; assai pit facile e sicuro riesce invece 
l’esame ed il conteggio sugli ovociti ovarici, come pure su quelli estratti 
da bozzoli giovanissimi. 
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Negli ovociti ovarici si pud seguire la profase della prima divisione 
che si svolge, secondo quanto ho accennato, in maniera del tutto aber- 
rante, mancando la sinapsi. Nei pit giovani ovociti i cromosomi appaiono, 
come nel normale leptotene, sotto forma di sottili filamenti, i quali 
successivamente si ingrossano senza pero manifestare alcuna tendenza alla 
coriiugazione, per cui mancano completamente gli stadi pachitene e 
diplotene. Negli ovociti alla fine della profase si contano chiaramente 32 
filamenti cromosomici piuttosto grossi ma sempre univalenti (Fig. 1), 
i quali si trasformano poi nei 32 cromosomi metafasici, di tipo mitotico, 
in cui non si scorge ancora la divisione in due cromatidi. 


Wr 





Fig. 1. Ovocita ovarico verso la fine della Fig. 2. Sezione di ovario in cui si vede un ovocita in 
profase con 32 univalenti. Da preparato metafase con fuso tripolare. Col. ematossilina ferrica. 
per schiacciamento; aceto-carminio; di- Microfot. obb. 4/2, oc. 4 C. 

segno alla camera lucida, = 1000 circa. 


x 


Anche la figura acromatica @ atipica: il fuso, nella maggioranza dei 
casi, si presenta tripolare (in qualche caso anche tetrapolare) ed i cromo- 
somi si distribuiscono senza regola apparente nei vari piani equatoriali 
(Fig. 2). 

Allo stadio di metafase gli ovociti abbandonano il germigeno ed 
imboceano Vovidutto (la cui porzione iniziale slargata funziona da 
ricettacolo seminale) per portarsi, insieme a moltissime cellule vitelline, 
nell’atrio genitale ove si forma il bozzolo. 

L’emissione dei globuli polari ha inizio dopo l’uscita delle uova dai 
germigeni e si compie mentre il bozzolo @ in formazione entro l’atrio 
genitale; occorre quindi per seguire il processo estrarre artificialmente 
i bozzoli ancora immaturi, poiché in quelli pit avanzati, gia deposti o 
pronti per la deposizione, i polociti non si scorgono pit e spesso le uova 
appaiono gia in fase di divisione nei due primi blastomeri. L’emissione 
dei globuli polari @ provocata dalla penetrazione dello spermio. La 
necessita della penetrazione dello spermio affinché l’uovo compia |’emis- 
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sione dei globuli polari é stata da me constatata anche in D. gonocephala 
e dal Lrpori in Polycelis nigra; ’uovo procede nei processi maturativi 
solu se attivato dallo spermio; in assenza di cid resta blocecato allo stadio 
che aveva raggiunto nel germigeno e non si sviluppa. Le mie osservazioni 
sulla razza G di Dugesia della Sardegna e su gonocephala, come quelle 
del Lepori su Polycelis nigra dimostrano, concordemente con ricerche di 
precedenti AA., che nel germigeno gli ovociti raggiungono la metafase 
della prima divisione maturativa ed in tale stadio vengono fecondati; le 
uova delle planarie si comportano quindi, sotto questo riguardo, come 
quelle di molti altri organismi 

(Nemertini, aleuni Anellidi, Denta- 

lium, Ascidie, ece.). Noto tuttavia 

che il Leport (1948) nella stirpe 

M di Dugesia della Sardegna, ha 

trovato che gli ovociti possono rag- 

giungere la metafase 14 entro i ger- 

migeni, ma non sappiamo se questo 

sia un fatto frequente e normale. 

Che l’emissione dei globuli polari sia 

consecutiva all’ingresso dello spermio 

risulta chiaramente dimostrato, per 

la stirpe G, dal diverso aspetto degli 

ovaciti a seconda che la feconda- 

zione sia o non avvenuta: in quelli Fig. 3. Ovocita non fecondato estratto da 
r A bozzolo; persiste lo stadio di metafase. Disegno 
in cui non si scorge il nucleo sper- alla camera lucida, obb. /,,, oc. 4 C. 
matico persiste infatti una imma- 

gine metafasica identica a quella degli ovaciti ovarici, con i cromosomi 
posti agli equatori del fuso tripolare, pur non essendo quest’ultimo ben 
visibile, data la colorazione col carminio (Fig. 3); invece negli ovociti in 
cui é presente il nucleo spermatico tutti i cromosomi materni appaiono 
spostati verso un polo dell’uovo e mostrano talora chiaramente la divisione 
in due cromatidi (Fig. 4). Questo orientamento ad un polo non sembra 
facilmente comprensibile tenendo presente la metafase a fuso tripolare 
precedentemente descritta; si ha l’impresione che i vari poli del fuso non 
siano tutti egualmente funzionanti, ma data la colorazione al carminio 
non é facile giungere ad una conclusione sicura al riguardo. Il globulo 
polare, che si costituisce al polo verso cui sono migrati i cromosomi 
materni, appare dapprima connesso all’uovo mediante un istmo di varia 
larghezza e pili o meno lungo; successivamente si stacca e talora ho 
potuto individuarlo ancora (negli strisci) a qualche distanza dall’uovo. 
Il suo contenuto cromosomico é variabile: in aleuni sembra del tutto vuoto, 
ma in genere contiene un corpicciuolo che ha l’aspetto del pronuclea 
maschile, oppure, oltre al pronucleo maschile, alcuni cromosomi materni. 
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Mi @ stato impossibile, finora, precisare come vengano ripartiti i 
cromosomi materni e neppure stabilire se siano effettivameénte due i polo- 
citi emessi; data l’assenza di tetradi in questa stirpe, non vi sono elementi 
sicuri per distinguere il primo dal secondo globulo polare. La divisione 
dei cromosomi in due cromatidi fa ritenere che avvenga una divisione 
equazionale dei cromosomi materni, ma il corredo cromosomico delle 
cellule somatiche é spesso inferiore a 32, come pure quello degli elementi 





Fig. 4. Ovocita fecondato estratto da bozzolo; i cromosomi materni appaiono spostati ad un polo; 
' é ben evidente il pronucleo maschile. Microfot. obb. '/;., oc. 8 C. 


germinali maschili, per cui deve prospettarsi l’eventualita della perdita 
di aleuni cromosomi. 

L’ulteriore comportamento dei cromosomi materni si segue difficil- 
mente, poiché dopo l’eliminazione dei globuli polari essi perdono rapida- 
mente la colorabilita; infatti nelle uova estratte da bozzoli gid maturi 
o da poco deposti non si scorge pitt aleuna struttura cromosomica e spesso 
le uova appaiono gia in fase di divisione nei due primi blastomeri. 


IV. Comportamento del nucleo spermatico. 


Debbo ora precisare il comportamento dei cromosomi paterni. Come 
ho gia detto, nelle uova estratte da bozzoli giovanissimi (ancora in forma- 
zione entro l’atrio genitale) il pronucleo maschile é sicuramente ricono- 
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scibile sotto forma di corpicciolo a fine trama cromatinica, posto ad una 
certa distanza dai cromosomi materni. Successivamente esso si sposta 
verso questi e finisce per penetrare nel polocita che intanto si é costituito 
(Fig. 5). Il pronucleo maschile non si modifica in queste fasi successive 
ed anche nei polociti gia staccati dall’uovo conserva il medesimo aspetto. 
Da cid appare evidente che pur essendo indispensabile la penetrazione del 
nucleo spermatico per |’attivazione dell’uovo, non ha tuttavia luogo un 
vero e proprio processo fecondativo in quanto manca l’anfimissi. L’uovo 
si sviluppa quindi col solo corredo cromosomico materno, mediante un 
processo di ginogenesi, analogo, almeno nelle sue caratteristiche essen- 
ziali, a quello ben noto dei Nematodi 

del gen. Rhabditis. 

Desidero aggiungere che la gino- * 
genesi nella razza G;, dimostrata in RIT & 
maniera indubbia dai fatti citologici 
ora illustrati, é confermata da altri 
reperti cariologici e da osservazioni 
genetiche. In note precedenti io 
avevo segnalato il fatto che gli esem- 
plari GV (nati cioé dall’incrocio tra 
la razza G funzionante da femmina 
e la razza V funzionante da maschio) Fig. 5. Ovocita fecondato estratto dal boz- 
hanno caratteristiche cariologiche 7°" Re! Polocita & ben evidente earache 
identiche a quelle degli esemplari G 
puri (cioé ovociti con corredo tetraploide ed asindetici) e le stesse carat- 
teristiche si riscontrano nei reincroci successivi con la razza V sempre 
funzionante da padre!. L’eliminazione del pronucleo maschile spiega 
chiaramente questo fatto. Di recente BENazzi-LENTATI ha accertato che 
gli esemplari VG (nati cioé dall’incrocio reciproco) sono cariologicamente 
simili alla razza V e questo porta a ritenere che anche nella razza V si 
abbia sviluppo ginogenetico; il ché non é stato tuttavia ancora confermato 
da osservazioni citologiche dirette. 





Ricorde pure che alla supposizione di uno sviluppo ginogenetico di 
queste planarie io ero giunto, prima ancora che da basi citologiche, in 
seguito ad alcune ricerche genetiche, avendo riscontrato nell’incrocio 
tra razze G e V una eredité nettamente matroclina del colorito e di alcune 
caratteristiche biologiche. In un primo tempo avevo affacciato l’ipotesi 








1 Si tenga presente che i Tricladi, pur essendo ermafroditi, non sono atti 
alla autofecondazione; gli individui allevati in isolamento depongono bozzoli 
sempre totalmente sterili. Negli incroci, pioché la razza G 6 di colorito 
pit: scuro della razza V, é facile identificare gli individui mentre stanno 
deponendo il bozzolo e quindi stabilire quale dei due ha funzionato da 
femmina. 
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che cid fosse doyuto a trasmissione di proprieta citoplasmatiche; ma le 
osservazioni citologiche dimostranti l’eliminazione del pronucleo maschile 
mi permettono di darne ora una interpretazione esatta. Mi preme tuttavia 
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Fig. 8. Fig. 9. 


Figg. 6—7-8—9. Disegni semischematici di ovociti estratti dal bozzolo: in 6—7 il polocita contiene il 
pronucleo maschile e cromosomi materni, in 8 il solo pronucleo maschile, in 9 il polocita sembra privo 
di materiale nucleare. 


far presente che da questi incroci tra razze G e V ho avuto anche, in 
qualche caso, trasmissione di caratteri paterni, per cui la eliminazione dei 
cromosomi maschili non sarebbe in tutti i casi totale. Si tratta di una 
questione complessa che richiede ulteriori ricerche. 
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E opportuno inoltre ricordare che la ginogenesi é stata constatata anche 
in razze italiane di Polycelis nigra. Incrociandv due stirpi di questa specie, 
una di colorito grigio scuro, l’altra giallo chiaro, io ho rilevato una eredita 
puramente materna di tale carattere, non solo alla F, ma anche nei 
reincroci successivi. I] Leport (1949), con un minuto esame dei processi 
di ovogenesi e di fecondazione, ha visto che alla prima divisione di 
segmentazione prendono parte i soli cromasomi materni; quelli paterni 
si vedono ancora nell’uovo, ma sparsi nel citoplasma ed in via di elimina- 
zione. Anche in questa Polycelis si ha quindi ginogenesi, per quanto il 
meccanismo di eliminazione del pronucleo maschile sia diverso da quello 
da me segnalato in Dugesia. E da notare che in Polycelis nigra il Lzrort 
ha trovato negli ovociti 24 bivalenti che formano 24 tetradi metafasiche; 
l’ovogenesi si svolge normalmente con la eliminazione di due polociti 
e riduzione a meta del corredo cromosomico. Infatti nelle cellule embrio- 
nali si eontano solo 24 cromosomi, numero che conferma l’assenza di 
anfimissi. Resta ancora da chiarire come si ricostituisca il corredo di 
48 cromosomi nelle cellule germinali femminili, questione cui sta attual- 
mente dedicandosi il LEPoRI. 


V. Conclusioni. 


Dalle ricerche mie e di miei collaboratori risulta dimostrato che in 
aleune specie di planarie d’acqua dolce lo spermio ha una funzione 
puramente attivatrice. Esso provoca l’emissione dei globuli polari, ma 
non da luogo all’anfimissi. I risultati citologici dimostranti la elimina- 
zione dei cromosomi paterni, spiegano |’eredita materna che io ho riscon- 
trato in questi organismi. Non si deve tuttavia dimenticare che le mie 
ricerche genetiche hanno messo in luce anche qualche caso di trasmis- 
sione di caratteri paterni, per cui @ da ritenere che |’eliminazione dei 
cromosomi dello spermio non sia sempre totale. 

Resta pure da stabilire se lo sviluppo ginogenetico sia proprio solo 
a certi Tricladi o diffuso a tutto il gruppo; su questa importante questione 
ho in corso ricerche (sia genetiche che citclogiche) su altre specie, per cui 
mi riservo ogni conclusione di carattere generale. Merita tuttavia rilevare 
fin d’ora come la .ginogenesi costituisea una deviazione alla sessualitaé 
normale, ben strana nei Tricladi, tenendo conto che questi animali sono 
ermafroditi insufficienti provvisti di un complicato apparato copulatore. 
Logicamente si deve pensare che lalta differenziazione raggiunta dagli 
organi riproduttori sia correlata ai vantaggi che offre, dal punto di vista 
della selezione naturale, la fecondazione incraciata; ma non é facile com- 
prendere per quali ragioni questa sia degradata ad un processo gino- 
genetico che annulla proprio i vantaggi della staurogamia. E da presu- 
mere che la ginogenesi si sia evoluta secondariamente in rapporto a parti- 
colari condizioni che debbono ancora essere chiarite. 

Chromosoma, 3. Bd., Heft 6. 33 
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Zusammenfassung. 

Bei der Rasse G von Dugesia benazzii von Sardinien hat das Sperma- 
tozoon nur die Funktion der Entwicklungserregung, da die Amphimixis 
nicht erfolgt und der minnliche Vorkern wie ein Richtungskérper eli- 
miniert wird. 

Das Ei entwickelt sich allein mit der weiblichen Chromosomengarnitur 
(Gynogenese), und das erklirt die vom Autor an dieser Planarie fest- 
gestellte miitterliche Vererbung. 

Auch bei den italienischen Rassen von Polycelis rigra erfolgt die Ent- 
wicklung durch Gynogenese nach den genetischen Untersuchungen des 
Autors und den cytologischen von N. G. Leport. 
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EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE WIRKUNG 
VON METERWELLEN VERSCHIEDENER FELDSTARKE AUF 
DAS TEILUNGSWACHSTUM DER PFLANZEN? . 


Von 
IRMGARD BRAUER. 
Mit 8 Textabbildungen und 14 Tabellen. 
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1 Herrn Prof. Dr. Dr. H. MarquarpTt danke ich herzlich fiir wertvolle 
Kritik. Herrn Prof. Dr. K. 0. KrrPENHEUER, und Fr]. Dozentin Dr. C. Harte 
fiir die Anregung zu diesen Untersuchungen. 

2 Die in dieser Arbeit angewandte Methodik ist analysiert in der am 
SchluB dieses Heftes stehenden Arbeit von C. HARTE, Varianzanalyse. Es 
empfiehlt sich, die Arbeit C. HARTE vorher zu lesen. 
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A. Einieitung. 

Bei der Untersuchung der biologischen Wirkung von verschiedenen 
Komponenten der kosmischen Strahlung wurden bisher die elektro- 
magnetischen Wellen noch nicht beriicksichtigt. Derjenige Anteil dieser 
Strahlung, der im Bereich der Meterwellen liegt, gelangt durch die 
Atmosphire bis an die Erdoberflache. Es ist bekannt, daB die Intensitat 
der Meterwellen im Zusammenhang mit den Sonnenflecken sehr starken 
Schwankungen unterworfen ist. Eine biologische Erscheinung, die 
wechselnde Jahresringbreite der Baume, zeigt nach zahlreichen Unter- 
suchungen eine Periodizitat, deren Maxima und Minima mit derjenigen 
der Sonnenflecken zusammenfallt (Douciass, 1919—1936; ApBot, 1936; 
BECvAR, 1937; Guock, 1937; ANTEvs, 1938; Huser, 1941; WaLDMEIER, 
1946). Die Haufigkeit und Starke der Sonnenflecken folgen einem zirka 
elfjahrigen Rhythmus. Die breitesten Jahresringe entsprechen den Jahren 
der Sonnenfleckenmaxima. Als zuwachsférdernde Faktoren sind unter 
Annahme indirekter Wirkung terrestrische Klimaainderungen denkbar. 
Sie scheiden aber durch duBerst geringe Schwankungen und oft gegen- 
sinniges Verhalten, wie BAvER (1948) nachgewiesen hat, praktisch aus. 
Dagegen kann die Eigenstrahlung der Erdatmosphare im Bereich der 
Kilometerwellen (A = 10 km) von wesentlicher Bedeutung sein, da diese 
in deutlicher Abhangigkeit von der Sonnenaktivitét steht (KIEPEN- 
HEUER, 1949). Liegt aber eine direkte Wirkung solarer Strahlung vor, 
so ist die Strahlung der Meterwellen besonders in Betracht zu ziehen 
(KIEPENHEUER, 1948). 

Die unterschiedliche Breite der Jahresringe beruht hauptsachlich 
auf Differenzen in der Zellenzahl und nicht in der Zellengr6Be. Es miissen 
also in den verschiedenen Jahren Unterschiede in der Teilungsrate der 
kambialen Zellen vorliegen. Ihre Teilungsfrequenz ist jedoch auBerst 
gering gegeniiber dem tiglich sehr hohen Prozentsatz sich teilender 
Zellen im Vegetationskegel des Sprosses und der Wurzel. Es schien darum 
zweckmafBig, bei einer Untersuchung des Einflusses der Meterwellen 
zunachst Wurzelspitzen von Vicia faba heranzuziehen, da sich bei dieser 
Versuchsanordnung schneller entscheiden lieB, ob eine wachstumsanregende 
Beeinflussung durch Meterwellen itiberhaupt mdéglich ist, und wenn es 
der Fall ist, ob sie in Pipe age zur Feldstirke und Bestrahlungszeit 
steht. Zu diesem Zweck wurden zirka 8 Tage alte Keimlinge mit Meter- 
wellen, A = 1,50 m, in acht, verschiedenen Feldstirken von 3 Minuten 
bis zu 12 Stunden bestrahlt und die Wirkung auf das Teilungswachstum 
durch quantitative Auswertung der Mitosen und ihrer Phasen getestet. 


B. Material und Methode. 


Samtliche Untersuchungen wurden an Wurzelspitzen von Vicia faba 
(Dr. Francxs Hohenloher Ackerbohne) durchgefiihrt. Das Samenmaterial 
entstammte teils der Population 4/10/5, teils dieser nahe verwandter Stamme. 
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Das 48stiindige Vorkeimen der Samen, die fiinf- bis achttagige Kultivierung 
in mit KNopscher Nahrlésung [Ca(NO;), 1 g, MgSO, . 1 H,O 0,25 g, KH,PO, 
0,25 g, KNO, 0,25 g, FeSO, Spur; auf 1000 cem Aqua dest.] durchtrankten 
Sagespainen, und soweit als méglich auch die Bestrahlung der Versuchs- 
pflanzen, wurden im Glasthermostaten bei 20°C vorgenommen. Temperatur- 
angaben sind nur bei Abweichungen von der Standardtemperatur (20° C) 
beigefiigt. Bestrahlt wurde mit der (polarisierten) Strahlung eines 0,1 Watt 
Roéhrenoszillators mit der Wellenlange 4 = 1,50m. Die elektrische Feld- 
starke am Ort der Pflanze wurde durch Abstandsinderung zwischen 10-4 
und 1,2 . 10-1 Volt/m verandert. Die Kontrolle erfolgte jeweils durch Messung 
des in einem (A/2)-Dipol flie8enden Stromes. Die Bestrahlungszeiten wurden 
zwischen 2 Minuten und 12 Stunden variiert. Die Behandlungen wurden in der 
Weise durchgefiithrt, da8'die Pflanzen einer Dauerwirkung der Strahlung aus- 
gesetzt und wahrend dieser Zeit nach verschiedenen Bestrahlungszeiten Wurzel- 
spitzen fixiert wurden. Den Sender sowie die erforderlichen Kontrollappara- 
turen stellte der Direktor des Fraunhofer Institutes, Herr Prof. Dr. Kreren- 
HEUER, entgegenkommenderweise aus seinem Institut zur Verfiigung, wofiir 
auch an dieser Stelle besonders gedankt sei. Ebenso danke ich Herrn 
Dr. WILLE vom gleichen Institut fiir die Durchfihrung der Messungen. 

Zu jedem Versuch wurden zehn Pflanzen verwendet und stets nur die 
Hauptwurzeln fixiert. Sichere Kontrollwerte konnten nur unmittelbar 
vor Versuchsbeginn erhalten werden, denn obwohl wiederholt versucht wurde, 
weitere Kontrollpflanzen wahrend der Bestrahlung zur Abschirmung in 
einem vollig abgeschlossenen Blechgefai8 zu deponieren, wiesen sie trotzdem 
quantitative oder qualitative Abweichungen von der Norm auf, die darauf 
schlieBen lieBen, da8 sie von einem mdglicherweise nur duBerst geringen 
Teil der Strahlen getroffen wurden, der aber geniigte, um eine Stimulation 
hervorzurufen. Bei hohen Dosen und Deponierung des Isoliergefafes in 
unmittelbarer Nahe der Strahlungsquelle auBerte sich die Strahlensensibilitat 
in einer Zunahme der Prophasen oder der Kernteilungsfrequenz, bei geringer 
Intensitét und gré8erer raumlicher Entfernung nur noch in Anomalien im 
Kernteilungsablauf, deren Haufigkeit aber statistisch nicht mehr fa8bar 
war. Die Vermutung, auch in diesen Fallen werde eine véllige Absorption 
der Strahlung. durch das Blech nicht erzielt, liegt nahe. ,,Abgeschirmte“ 
‘Pflanzen kénnen folglich nicht als vollwertige Kontrollen angesehen werden. 
Es werden daher fiir einen Vergleich bestrahlter und unbestrahlter Pflanzen 
stets die Kontrollwerte, die aus Fixierungen kurz vor der Bestrahlung ge- 
wonnen wurden, herangezogen. Das Fixiergemisch bestand aus 3 Teilen 
Alkohol 80% zu 1 Teil Eisessig mit Essigsiure-Karmin im Mischungsver- 
haltnis 2:1, einer Modifikation des Ernstschen Gemisches (1938). Die 
Praparate wurden nach der EK-Quetschmethode angefertigt. Die Werte 
fiir die Kernteilungsfrequenz sind pro Versuch aus 2000 Zellen und fiir die 
Phasenverteilung aus jeweils 500 Mitosen ermittelt. Die Eingliederung in die 
verschiedenen Kernphasen erfolgte nach der 1946 (BRAUER) angegebenen Weise. 

Optik: Seibert binokulares Stativ, 1/12 Olimmersion 100 x, Okulare 15 x 
und 20x, Busch-Zeichenprisma. 


C. Darstellung der Versuche. 
I. Héufigkeit der Mitose und threr Phasen unter Normalbedingungen. 


Auf Grund eines umfangreichen Zahlenmateriales, das aus Fixierungen 
zu allen Jahreszeiten resultiert, wurde bei der angegebenen Kultivierung 
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fiir zirka 3 Wochen alte Pflanzen eine durchschnittliche Teilungsfrequenz 
von 7,8 bis 11% ermittelt (BravER, 1946, 1949). Die Kontrollpflanzen 
der vorliegenden Versuche stimmen in ihren Werten mit diesen friiheren 
Ergebnissen tiberein. Ein willkiirlich herausgegriffenes Beispiel (Fixierung 
vom 7. 11. 48, 13%), das in keiner Weise ein ,,Extrem“ darstellt, mag 
zur Veranschaulichung der Streuung im Normalfall dienen. 
fallen darnach von 10 Wurzeln auf 200 Zellen jeder Wurzel in der Zone 
der meisten Kernteilungen 18 bis 23 Mitosen. Die Streuung o betragt 
+ 1,7 und der mittlere Fehler +- 0,54. 

Die Phasenverteilung’ ergibt Mittelwerte, die mit denen von 1946 
homogen sind: 63°% Prophasen, 19% Metaphasen, 8° Anaphasen und 
10% Telophasen. Die Variabilitaét fiir die Stadienverteilung einer Ver- 
suchsserie soll an derselben Kontrollkultur gezeigt werden. Die Werte 
sind in Tabelle 1 wiedergegeben. Wie daraus hervorgeht, ist auch hier 


Es ent- 














die Streuung verhaltnismaBig gering. 
Kontrollen mit den hier wiedergegebenen Werten liegen alle im Bereich 
zufallsgemaBer Schwankungen. 


Wirkung von 





Tabelle 1. Variabilitat der Stadienverteilung unter Normal- 
bedingungen. 
Phases Von jeweils 50 Stadien aus a Mittelwert und mittlerer Fehler 
10 Wsp. entfallen auf: aus 500 Stadien 
Prophase ..... 27—32 1,59 29,1 + 0,5 
Metaphase.... i—13 1,73 9,1 + 0,54 
-Anaphase .... 4—9 1,48 6,4 + 0,47 
Telophase .... 4—8 3 6,1 + 0.41 


Die Differenzen der iibrigen 


II. EinfluB kiinstlicher Strahlung. 


Die im folgenden dargestellten Versuche wurden in mehreren Serien 
durchgefiihrt, die sich aber nach den Ergebnissen deutlich in zwei Gruppen 


Meterwellen (4 = 1,50 m) 


wachstumsférdernder 





Bestrahlungszeit: 15 Min. 


70 Minuten 











Feldstairke mV/m | Versuchsternin | Teil.- Phasenverteilung in % Teil Phasenverteilung in % 
frequ. frequ 
in % P M A T in % P M A T 
0 (Kontrolle) 11,9 | 57,4 | 22 9,4} 11,2} — _— — — — 
l 26. 7.48 |12,9 | 59,2 | 22 10,6 | 8,2 ]|16,05) 57,4 | 21,8) 12,4] 8.4 
20 104 — 13? |12,3 | 56,6 | 23,4] 11,2] 8,8]12,8 | 57,6] 23,6] 8,4] 10,4 
60 11,95] 61,6 | 20,8] 8 10 15,05] 59,8 | 20,2} 9,4] 10.6 
0 (Kontrolle) 9,95) 59,6 | 14,8] 10,4] 15,2} — — —_ — =< 
0,1 | 30. 10. 48 — — — — — {11,5 | 62.2|17.8| 9.6) 10.4 
0,6 | 1415__915° | __ | — | —_ | — | — ]12,75] 56,8 | 23,6] 8.6] 11 
18 -~ 5 —~ — — 11,8 | 59.8 | 20,6] 10,2] 9,4 















































Experimentelle Untersuchungen iiber das Teilungswachstum der Pflanzen. 487 


einteilen lieBen. Diese sollen daher getrennt besprochen werden. Samtliche 
Einzelwerte sind in Tabelle 2 zusammengefaBt. Der besseren Ubersicht 
halber wurden sie auBerdem in Relativzahlen umgerechnet und in Abb. 1 
bis 5 in Form graphischer Darstellungen wiedergegeben. Dabei ist 
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Abb. 1. Vicia faba. Relativwerte der Kernteil fi Bestrahlungszeit 15 Minuten bis 





12 Stunden. Feldstirken 0,1, 0,6, 1, 18, 20, 60, 600, 1200 mV/m. 


wahrend verschieden langer Bestrahlungszeiten auf die Abszisse in Abb. 1 
das Verhiltnis : Teilungsfrequenz wahrend der Bestrahlung/Teilungs- 
frequenz ohne Bestrahlung eingetragen. Die Abb. 2 bis 5 sind nach 
demselben Prinzip angelegt und enthalten als Relativwert: Pro-, Meta-, 
Ana- und Telophasen wahrend der Bestrahlung/Pro-, Meta-, Ana- und 
Telophasen ohne Bestrahlung. 


Feldstirken auf die Kernteilungsfrequenz und Phasenverteilung. 














6 Stunden 9 Stunden 12 Stunden 
Teil.- Phasenverteilung in % Teil.- Phasenverteilung in % Teil.- Phasenverteilung in % 
frequ. frequ. frequ. 
in % P M A 3 in % ¥ M A T in % P M A ? 





12,5 | 63,6} 16,4] 9 


10,9 | 64.4 | 20.2] 7,8] 7,6]11,1 | 59 18 10 13 
re 2 ), ¢ 
2,2 110,75) 59.2 | 21,6) 9.8] 9,4 
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11,15] 5s 20,6 | 9.2 
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Q01=4mm Bestrahlungszett in Std. 
Abb. 2. Vicia faba. Relativwerte der Prophasenhiufigkeit. Bestrahlungszeit 1 Stunde bis 12 Stunden. 
Feldstarken 0,1, 0,6, 18, 600, 1200 mV/m. 
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Abb. 3. Vicia faba. Relativwerte der Metaphasenhiufigkeit. Bestrahlungszeit 1 Stunde bis 12 Stunden. 





Im Vergleich zur Teilungshaufigkeit der Kontrollen von 9,95% liegt zu 


Feldsti: xen 0,1, 0,6, 18, 600, 1200 mV/m. 


1. Wachstumsforderung. 
a) Wirkung von 0,1 mV/m. Bestrahlungszeit 70 Minuten bis 12 Stunden. 
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Abb. 4. Vicia faba. Relativwerte der Anaphasenhiufigkeit. Bestrahlungszeit 1 Stunde bis 12 Stunden. 
Feldstirken 0,1, 0,6, 18, 600, 1200 mV/m. 
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Abb. 5. Vicia faba. Relativwerte der Telophasenhiufigkeit. Bestrahlungszeit 1 Stunde bis 12 Stunden. 
Feldstirken 0,1, 0,6, 18, 600, 1200 mV/m. 


allen Beobachtungsintervallen eine um durchschnittlich 1,5% erhéhte 
Mitosenfrequenz vor, die aber statistisch nicht gesichert ist. Die Kern- 
phasen finden sich in normaler Verteilung ohne nennenswerte Differenzen. 
Nur die Telophasenzahl ist nach sechsstiindiger Bestrahlung etwas ver- 


‘ 








490 Irmgard Brauer: 


ringert. Daraus ergibt sich trotz verschieden langer Einwirkungszeit in 
dieser Versuchsreihe fiir das Teilungswachstum ein gleichartiger Ablauf 
in der Strahlenreaktion.. 

b) Wirkung von 0,6 mV/m. Bestrahlungszeit 70 Minuten bis 12 Stunden. 
In diesen Versuchen hat die Kernteilungsrate im ganzen um etwa 2,5% 
zugenommen, doch liegt diese Zunahme auBerhalb der statistischen 
Sicherung. Eine Ausnahme macht die Fixierung nach sechsstiindiger 
Einwirkung, die gegeniiber der vorhergehenden Fixierung nach 70 Minuten 
einen deutlich niedrigeren Wert ergibt, der aber immer noch iiber dem 
Normalwert liegt. Auch von anderen Autoren wurde ein solches Ab- 
sinken der Teilungsfrequenz, 6 Stunden nach Beginn des Versuches, 
festgestellt (fiir kurzwellige Strahlung von PEKAREK, 1927, und MARQUARDT, 
1938; fiir Chemikalien v. MoELLENDORFrY, 1937; fiir Temperatur BRAUER, 
1946). Auffallend erscheint weiterhin die Differenz der Prophasen 
zwischen 63,6°% nach neunstiindiger und nur 53% nach zwolfstiindiger 
Strahlenapplikation. Die Kontrollwurzelspitzen enthalten 59,6% Pro- 
phasen. Die Metaphasenwerte tibersteigen nach 70 Minuten in Héhe 
von 23,6% um 8,8% und nach 6 Stunden mit 20,2% um 5,4% die 14,8°, 
der Kontrollen, waihrend die Telophasen durchweg den Kontrollwert 
unterschreiten. 

c) Wirkung von ImV/m. Bestrahlungszeit 15 bis 70 Minuten. Tem- 
peratur 16°C. Wahrend nach 15 Minuten hinsichtlich der gepriiften 
Teste noch keine gesicherten Differenzen gegeniiber der Norm nach- 
weisbar sind, erscheint die Teilungsfrequenz nach 70 Minuten ganz 
betrachtlich erhéht und hat in den vorliegenden Untersuchungen den 
Maximalwert von 32,1 + 1,27 Mitosen fiir die 200 Zellen jeder Wurzel 
(= 16,05%) erreicht, der mit ¢t = 2,77 gegeniiber dem Kontrollwert 
von 23,8 + 0,97 Mitosen (= 11,9°%) eindeutig gesichert ist. Die differen- 
zierte Mitosenauszéhlung brachte normale Haufigkeiten der einzelnen 
Stadien. 

d) Wirkung von 18 mV/m. Bestrahlungszeit 70 Minuten bis 12 Stunden. 
Die Teilungsfrequenz, die nach dieser Strahlenquantitaét erzielt wurde, 
zeigt eine Erhéhung von durchschnittlich 1 bis 1,5°%%. Die Stadienver- 
teilung unterscheidet sich im 70-Minuten-Test im Vergleich zur Kontrolle 
in der Anzahl der Metaphasen und Telophasen. Die Metaphasenhiaufig- 
keit ist um 5,8% gestiegen, die Telophasenzahl um denselben Prozent- 
satz vermindert. Wahrend im Verlauf von 12 Stunden der Normalwert 
an Metaphasen wieder erreicht ist, ist der Telophasenanteil noch weiter 
zuriickgegangen; die Werte fiir Pro- und Anaphasen sind dagegen etwas 
angestiegen. 

e) Wirkung von 20mV/m. Bestrahlungszeit 15 und 70 Minuten. 
Temperatur 17°C. Die Anzahl der in Mitosis befindlichen Kerne betragt 
nach 15 Minuten Bestrahlung 12,3°% und nach Verlauf weiterer 55 Mi- 
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nuten 12,8%. Bestrahlungs- und Kontrollwerte sind somit statistisch 
homogen. Dasselbe gilt fiir die Pro-, Meta-, Ana- und Telophasenhaufig- 
keit. 

f) Wirkung von 60mV/m._ Bestrahlungszeit 15 und 70 Minuten. 
Temperatur 189°C. Fiir die angewandten Teste hat sich eine faBbare 
Beeinflussung lediglich fiir die Teilungsfrequenz ergeben, wenn die 
Pflanzen 70 Minuten der Bestrahlung ausgesetzt waren. Es wurden 
dann 15% Mitosen gezahlt. 


2. Wachstumshemmung und Wachstumsstillstand. 


Die Zahl der Kernteilungswerte allein vermittelt nach der Einwirkung 
hoher Strahlungsintensitaten keinen Eindruck mehr tiber den tatsich- 
lichen funktionellen Zustand eines Meristems. Pathologische Erschei- 
nungen, die vorher nur vereinzelt auftraten und infolgedessen den Ablauf 
des Teilungswachstums praktisch nicht beeinfluBten, nehmen bereits 
nach einer Bestrahlungszeit von 15 Minuten derartig iiberhand, daB 
die Kernphasendauer teilweise betrichtlich verzégert oder der Kern 
so stark geschaidigt wird, daB er kinftighin aus dem Teilungszyklus 
ausscheidet. 45 Minuten Bestrahlung mit 600 oder 1200 mV/m bewirkt 
bereits fiir 25% aller Mitosen deutlich feststellbare Schidigungen. Auf 
diese pathologischen Effekte in der Mitosis wird an anderer Stelle ein- 
gegangen werden (BRAUER, in Vorbereitung). In der Haufigkeit der 
Mitosen werden nun ohne Selektion alle diese Teilungsbilder mitgewertet. 
Ein Absinken der Kernteilungen erfolgt dadurch scheinbar erst nach 
mehrstiindiger Strahleneinwirkung, obgleich es also durchaus méglich 
ist, daB schon etliche Zeit keine neuen Teilungen eingeleitet wurden 
und die Schnelligkeit des Teilungsriickganges nur von dem Schadigungs- 
grad der Mitosen abhingt, da je nachdem ein mehr oder minder langsames 
Zuendefiihren und im Extremfall auch keine Beendigung der begonnenen 
Teilungen resultiert. Der Prozentsatz der Prophasen gibt dabei einen 
deutlichen Hinweis auf die Haufigkeit neu in die Mitosis eingetretener 
Kerne. 

Aus der Phasenverteilung, die zum Teil starken Schwankungen unter- 
worfen ist, kann ebenfalls auf einen betrachtlich gestérten Zustand 
des komplizierten Reaktionssystems in der Zelle geschlossen werden. 

a) Wirkung von 600 mV;m: Bestrahlungszeit 3 Minuten bis 12 Stunden. 
Kine Strahlenapplikation von 70 Minuten verursacht eine Verminderung 
der Mitosisstadien um 2%. Die weitere Abnahme vollzieht sich durch 
die Haufung der pathologischen Phainomene selbst tiber Stunden nur 
schrittweise. Zu einer abermaligen Verringerung um 2% Kernteilungen 
bedarf es 12 Stunden Dauerbestrahlung. Die Abnahme der Kernteilungs- 
frequenz nach einer Bestrahlungsdauer von 2 Stunden ab ist statistisch 
gesichert (nach 2 Stunden ¢ = 2,4}. Die Streuung der Einzelwerte 
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ist, wie stets unter extremen Versuchsbedingungen, beachtlich erhéht, 
aber auch die Mittelwerte kénnen in kurzen Beobachtungsintervallen 
betraichtlich variieren. Besonders deutlich erscheint dieser regellose 
Wechsel innerhalb der ersten 45 Minuten Bestrahlungszeit bei vergleichen- 
der Betrachtung der Anaphasenhiufigkeit. Zur besseren Ubersicht sind 
simtliche Werte fiir die Kernteilungsrate, Phasenverteilung sowie einige 
Stichdaten, die die Zunahme der pathologischen Erscheinungen be- 
treffen, in Tabelle 3 zusammengestellt. 


Tabelle 3. EinfluB der: Bestrahlung mit 600mV/m auf Teilungs- 
frequenz sowie pathologischen Effekt. 




















Teilungs- : Stadienverteilung in % 
Bestrahlungsdauer frequenz Pathologien 
in % P M A T in % aus 
Ser: - a 400 Stadien 
Kontrolle 11,5 56,2 22,6 10 11,2 

3 Minuten .... 11 56 24,8 9 10,2 —1 
15 ae Sea 11,05 52,6 22,6 14,8 10 18.6 
30 Re igs 11,5 55,8 23,4 8 12,8 a 
45 fs ae 10,75 54,6 22,2 9,2 14 25 
60 ‘3 Set. 11,3 55,6 23,6 10,4 10,4 — 
70 =~ so 9,6 56 25,8 10 8,2 -- 
90 a3 seats? 9,65 61,8 18 10,4 9,8 26,4 

2 Stunden .... 8,65 52,2 25,8 13 9 49,6 

6 4 See Ne 7,95 53,8 20,2 13,8 12,2 — 

8 sy aR: 8,2 57,4 18,2 12,2 12,2 = 

9 3s dxacbsd 8,15 55,8 23,6 11,4 9,2 — 
12 9% ousiliole 7,5 57,6 22,2 10,2 10 -— 














b) Wirkung von 1200 mV /m. Bestrahlungszeit 3 Minuten bis 12 Stunden. 
Nach kurzfristiger Strahleneinwirkung werden mehr Mitosen als in der 
Kontrolle gezahlit. Es ia8t sich dies erklaren durch Hemmung laufender 
und Beginn neuer Mitosen, die hinzukommen, weil sich die Kerne so 
unmittelbar im pramitotischen Zustand befanden, daB sie nicht mehr 
an der Teilung gehindert werden konnten. Infolgedessen wird zeitweilig 
ein erhéhter Teilungsprozentsatz vorgetauscht. Selbst nach zwolfstiindiger 
Bestrahlung sind aus diesem Grund nicht weniger Kernteilungen als 
in den Kontrollwurzelspitzen zu verzeichnen. Diese Verzdgerung des 
Mitosisablaufes wird noch deutlicher durch die pathologischen Mitosen 
und die in engem Zusammenhang damit stehende Stadienverteilung. 
In Tabelle 4 sind saémtliche Werte wiedergegeben. Die statistische 
Priifung (é-Test) ergab fiir den Mitosisprozentsatz Homogenitat der 
Werte. Typisch aber ist der Anstieg der Prophasenhaufigkeit bereits 
nach 15 Minuten um 7,8% sowie ferner bei langerer Strahleneinwirkung 
der viel zahlreicheren Telophasen, die nach 12 Stunden um 4,6°%) zu- 





1 Prozentsatz nicht bestimmt. 
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genommen haben. Das entspricht gegeniiber der Kontrolle einer Stei- 
gerung um 45°). 


Tabelle 4. Mitosisprozentsatz. Stadienverteilung und Pathologien 
wiihrend 3 Minuten bis 12 Stunden. Bestrahlung mit 1200 mV/m. 














Teilungs- Stadienverteilung 
Bestrahlingsdauer frequenz Pathologien 
in % P M A T in % aus 
400 Stadien 
Kontrolle 9,7 58 21,8 10 10,2 

3 Minuten..... 9,55 60,4 17,4 1l 1EZ —! 
15 , 10 65,8 16,4 16,6 7,2 11,6 
30 11,15 56,4 19,8 11,8 12 -— 
45 10,55 57,4 18,8 12,8 il 26,2 
60 8,4 54,6 21,4 11,6 12,4 — 
70 8,7 59,6 19,6 9,8 il sos 
90 aa a 12,4 61,4 18,4 9,6 10,6 28,4 

2 Stunden.... 9,65 58,8 18 12,4 10,8 54,3 

6 ee eine 8,05 61,8 15,4 8,2 14,6 —- 

8 8,9 56,6 21,2 10 22 ~~ 

9 8,35 57,2 18,2 10,6 14 — 
12 9 55,6 19,6 10 14,8 -- 




















3. Erganzungsversuch: Elektrostatischer Versuch. 


In den vorhergehenden Versuchen wurde dargelegt, daB von den 
Meterwellen ein EinfluB auf das Teilungswachstum ausgeht. Es ist 
damit noch nicht festgestellt, ob dieser Einflu8 von den elektromagneti- 
schen Schwingungen herriihrt oder ob er auch durch ein elektrostatisches 
Feld hervorgerufen werden kann. 

Das elektrische Feld der Erdatmosphire ist standigen Anderungen 
unterworfen und erfahrt besonders bei Gewittern eine starke Spannungs- 
steigerung, deren kurzzeitige Feldstarke weit iiber 1000 V/m liegen kann. 

Um nun den Nachweis zu erbringen, ob eine Beeinflussung des 
Teilungswachstums auch durch Anderung des elektrischen ‘Feldes er- 
folgen kann, wurden Experimente mit einem kiinstlichen statischen 
Feld durchgefiihrt. Die Versuchsanordnung war folgende: Die Topfe 
(81’,em Durchmesser, 8cm hoch) wurden mit Petrischalen als Unter- 
setzer auf ein engmaschiges Drahtnetz (Maschenweite 1';., mm) gestellt. 
Das zweite Drahtnetz wurde 28cm dariiber angebracht, um eine Be- 
riihrung durch die Pflanzen auszuschlieBen. Zwischen den Drahtnetzen 
lag eine Spannung von 180 V, das heiBt eine Feldstirke von 700 V/m. 
Die Behandlungsdauer erstreckte sich iiber 2 Stunden. Der Kontroll- 
versuch lief gleichzeitig bei gleichartiger Aufstellung der Pflanzen zwischen 
zwei Drahtnetzen, aber ohne Stromanschlu8. Das Ergebnis dieses Ver- 


1 Prozentsatz nicht bestimmt. 
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suches ist in Tabelle 5 zusammengefaBt. Kernteilungsrate und Phasen- 
verteilung bleiben von der Feldwirkung unbeeinfluBt. Die spekulative 
Annahme Mvssos (1936/37) eine Erhéhung des Gradienten des elektrischen 
Feldes, wie sie durch agrartechnische Ma8nahmen verschiedentlich 
herbeigefiihrt wird, bewirke durch Begiinstigung des Pflanzenwachstums 
eine Ertragssteigerung, darf somit, soweit sie das Teilungswachstum 
betrifft, als nicht zutreffend abgewiesen werden. 


Tabelle 5. Wirkung eines kiinstlichen statischen Feldes 
von 7 Volt/em auf die Kernteilung. 














Phasenverteilung in 9% 
Versuchsbedingungen fr Ey _ 8 % - ‘- ° % . 
2 Stunden 7 Volt/cm 10,1 60,4 18,4 9,8 11,4 
am 30. 10. 48 129—149 
fix 14° 
Kontrolle 30. 10. 48 12% 9,2 58 18,2 10 13,8 
Kontrolle 30. 10.48 14° 9,95 59,6 14,8 10,4 15,2 














D. Auswertung der Befunde. 
I. Vergleichende statistische Auswertung. 


Die Versuche waren in der Absicht durchgefiihrt worden, zu ermitteln, 
ob durch Bestrahlung mit Meterwellen eine statistisch faBbare biologische 
Wirkung iiberhaupt erzielt wird und ob sich dabei eine Abhangigkeit von 
der Feldstirke und Bestrahlungszeit aufweisen laBt. 

Die geeignetste Methode einer solchen Auswertung ist in der Varianz- 
analyse (FISHER 1938) gegeben, die auch bei geringen Differenzen durch 
den Vergleich der Streuung zwischen den Versuchsgruppen gesicherte 
Unterschiede als solche erkennen lat. Die Anwendungsmdglichkeiten 
der Varianzanalyse auf cytologische Befunde wurden von Harte (1950) 
beschrieben und der Vorzug dieser Methode dabei klar herausgestellt. Die 
Durchfihrung dieser Berechnung erfolgte in vorliegender Arbeit nach 
den Tabellen von Post (1946). Mit Hilfe der ,,interactions“ lieBen sich 
weiter gesicherte Schliisse auch iiber Korrelationen mehrerer untersuchter 
Einfliisse ziehen. Die vorliegende Untersuchung enthalt zwei experi- 
mentelle Varianten: Feldstaérke und Bestrahlungsdauer. Sie werden 
kiinftighin in der. Terminologie der Varianzanalyse als die beiden syste- 
matischen Faktoren bezeichnet. 


1. Bedeutung der Feldstarke. 


a) Einfluf auf die Kernteilungsfrequenz. Die Bestrahlung durch Meter- 
wellen verschiedener Feldstirke 148t in den verwendeten Dosen zwei 
Wirkungsweisen erkennen: Einmal eine Férderung des Teilungswachs- 
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tums nach der Strahlenbehandlung mit 0,1, 0,6, 1, 18, 20 und 60 mV/m 
und zum anderen eine Wachstumshemmung, die bis zum Stillstand gehen 
kann, als Folge der hohen Feldstarken von 600 und 1200 mV/m. 

Da eire mit den Jahres- und Tageszeiten parallelgehende Rhythmik 
in der Reaktionsbereitschaft auf Anderungen der AuSenbedingungen 
bereits becbachtet wurde (BRAUER, 1946; Fink 1948) sind zum statisti- 
schen Vergleich nur die Versuchsreihen herangezogen worden, die am 
selben Tag und zur selben Stunde bestrahlt wurden. Deswegen wurden 
die wachstumsgeférderten Serien zunachst in zwei Gruppen unterteilt: 

a) 0,1-, 06-, 18 mV/m-Einwirkung; 

b) 1-, 20-, 60 mV/m-Einwirkung. 

Innerhalb jeder Gruppe wurde die Varianzanalyse durchgefiihrt. Als 
Beispiel hierfiir wird die Endanalyse der Gruppe b.in Tabelle 6a wieder- 
gegeben. Gruppe a und b aber wurden hinsichtlich der Kernteilungs- 
frequenz nicht varianzanalytisch miteinander verglichen. Aus Tabelle 6 
ist nun die Abhangigkeit des Teilungswachstums von der Feldstarke er- 
sichtlich. Die Belegziffern erhalt man folgendermaBen: Das Quadrat der 
Standardabweichung oder die Varianz des systematischen Faktors divi- 
diert durch das Quadrat des Zufallsfaktors ergibt den F-Wert oder das 
sog. ,,/-berechnet‘‘. Die Division dieses Wertes durch einen bestimmten 
theoretischen Wert (F-berechnet : F-Grenzwert) laBt auf den Grad der 
Sicherung der Beeinflussung durch den experimentellen Faktor schlieBen. 
Ist der resultierende Wert 1 oder gréBer als 1, so darf die gesicherte 
Wirkung angenommen werden. Dies liegt in allen drei Sparten vor. 
Innerhalb der ersten Gruppe ist die Wahrscheinlichkeit fiir das gleiche 
Ergebnis bei einer Wiederholung des Versuches 99%. Dies heiBt aber, 
daB zwischen der Wirkung von 0,1, 0,6, 18 mV/m trotz der zahlenmabig 
zunachst sehr gering erscheinenden Differenzen ein gesicherter Unter- 
schied in der Wirkung auf das Teilungswachstum besteht. Fiir die 
Wirkung hoherer Feldstarken, namlicn 1, 20, 60 mV/m, ist diese Wahr- 
scheinlichkeit 95%, so daB auch hier die Differenz in der Wirkung ge- 
sichert ist, obwohl in dieser Versuchsreihe einige Fixierungen in die 
Varianzanalyse einbezogen wurden, die erst in einigem Abstand vom Ende 
der Behandlung durchgefiihrt wurden, so daB hier eine Riickkehr zum 


Tabelle 6. Abhangigkeit des ick ahaha vggaiy dyer 
von der Feldstarke. 





F-berechnet /F-Grenzwert 














Feldstiirke mV/m 
95% 29% 
0,1—0,6—18 2,54 1,49 
1—20—60 1,62 0,3 
600—1200 1,76 
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Normalverhalten bereits angebahnt war. Die zweite Serie enthalt ferner, 
wie aus den interactions-Berechnungen hervorgeht, im einzelnen ein- 
deutig gesicherte Differenzen zwischen den mit 1 und 60 mV/m und 
beinah gesicherte zwischen mit 1 und 20 mV;m bestrahlten Pflanzen. 
Ein Optimum an Kernteilungen scheint um die Strahleneinwirkung von 
1 mV/m zu liegen. 

b) Einflugp auf die Phasenverteilung. Um einen Eindruck tiber den 
Ablauf der Mitosis zu erhalten, erschien es zweckmaBig, die statistischen 
Berechnungen fiir die einzelnen Kernphasen getrennt durchzufiihren. Der 
EinfluB der verschiedenen Feldstarken ist Tabelle 7 zu entnehmen. Um 


Tabelle 7. Dosisabhangigkeit der 4 Kernphasen. 











aeieet ce : F-berechnet /F-Grenzwert 
Kernphasen 20: 60; 600 1200 
mV/m 95% 99% 
Prophasen ...... 1.81 1,2 
Metaphasen..... 2,18 1,47 
Anaphasen...... 0,32 0,21 
Telophasen ..... 2,43 1,63 











zu sehen, ob zwischen den Gruppen iiberhaupt eine statistisch gesicherte 
Differenz vorliegt, wurden die Werte zusammengefaBt und in einem 
Rechengang verglichen. Aus den Werten von F-berechnet/F-Grenzwert, 
die mit Ausnahme des Anaphasentestes simtlich iiber 1 liegen, kann man 
auf eine Feldstairkenabhangigkeit schlieBen. Die unterschiedlichen Zahlen 
deuten ferner darauf hin, daB die verschiedenen Feldstaérken je nach dem 
Teilungsstadium — Pro-, Meta-, Ana-, Telophase — eine verschieden- 
artige Wirkung erzielen, die an manchen Stellen im Mitosiscyclus deut- 
licher ausgepriagt ist als an anderen. Danach ist allen im Wachstum ge- 
forderten Gruppen eine, wenn auch geringe Erhdhung der Prophasen- 
haufigkeit gemeinsam, was bereits in der erhéhten Teilungsrate seinen 
Ausdruck fand. Die Metaphasenzahl ist teils verringert, teils gestiegen. 
Unbrauchbar fiir statistische Zwecke erwies sich das Anaphasestadium 
infolge sehr weiter Streuung der Einzeldaten, aber nur geringer Differenzen 
der daraus resultierenden Mittelwerte (2—3% im allgemeinen). Die 
Telophasenextreme umfassen Hiaufigkeitsdifferenzen von durchschnittlich 
7°, und erméglichen folglich innerhalb der Foérderungsgruppen ge- 
sicherte Unterschiede der Wirkung auf die Mitosis nach 0,6-und 18 mV/m- 
Bestrahlung zu finden. Will man also untersuchen, ob verschiedene 
Intensititen eine differente Wirkung auf die Kernteilung ausiiben, so 
geniigt es nicht, nur eine Kernphase der Betrachtung zu unterziehen, 
sondern Pro-, Meta- und Telophasen zusammen geben ein wesentlich voll- 
34 
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Chromosoma, 3. Bd., Heft 6. 
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standigeres Bild. Auf diese Weise gelang es auch, die verschiedene 
Wirkungsweise der Feldstarken 0,1, 0,6, 18, 600, 1200 mV/m statistisch 
faBbar abzugrenzen. Von zehn méglichen Vergleichskombinationen, die 
sich bei fiinf verschiedenen Feldstarken ergeben, konnten in neun Fallen 
fiir ein oder mehrere Mitosisstadien statistisch gesicherte Differenzen in 
der Haufigkeit nachgewiesen werden. Die entsprechende Aufstellung 
liefert Tabelle 8. Die Buchstaben kennzeichnen die jeweiligen Kern- 
phasen, durch deren Haufigkeit die statistische Sicherung gegeben ist. 


Tabelle 8. Durch die Phasenverteilung gesicherte Differenzen in 
der Wirkungsweise verschiedener Feldstarken (mV/m. 



































1200 600 18 0,6 0,1 ee 
P+ Mt++1 Tt++ a MrT Peer 1200 
Peers. M+ T Ppt+ Mt+t 600 
jl 1s 
ptt 0.6 
0.1 











1 ++ 99% Sicherheit, + 95% Sicherheit, Buchstabe allein 90% Sicherheit. 


2. Bedeutung der Bestrahlungsdauer. 


a) EHinfluB auf die Kernteilungsfrequenz. Aus Tabelle 9 geht hervor, 
daB in der geschilderten Versuchsanordnung von den beiden svstemati- 
schen Faktoren die Bestrahlungsdauer der wirkungsvollere ist. Fiir die 
Abhangigkeit der Kernteilungsfrequenz von der Bestrahlungszeit wurden 
bedeutend héhere F-Werte erhalten als sie aus der Priifung des Faktors 
Feldstarke resultierten. Die Einwirkungszeit ist nun beziiglich der auf 


Tabelle 9. Abhangigkeit der Kernteilungsfrequenz von der 
Bestrahlungsdauer. 











F-berechnet /F-theoretisch 
Feldstiirke mV/m Bestrahlungsdauer 
95% 99°, 
0,1—0,6—18 70 Minuten; 6, 9, 12 Stunden 2,97 1.91 
1—20—60 15 und 70 Minuten........ 167,6 83.8 
600—1200 3, 15, 30, 45, 60, 70, 90 Min., 
2, 6, 8, 9, 12 Stunden .. 4,69 3.58 
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sie zuriickzufiihrenden Reaktion in der Teilungshaufigkeit in drei Ab- 
schnitte zu untergliedern: 

Der erste Abschnitt umfaBt die Zeitspanne bis circa 15 Minuten, in 
der sich die Wirkungen des experimentellen Faktors im Bereich des 
Sichtbaren zu entfalten beginnen. Statistisch ist noch keine Abweichung 
von der Norm festzustellen. Es scheint aber schon eine gewisse Tendenz 
zu erhéhter bzw. absinkender Teil rate zu bestehen. 

Der zweite, unmittelbar folgende Abschnitt erstreckt sich auf einen 
Zeitraum bis 6 Stunden, schlieBt also die Dauer einer vollstandigen Kern- 
teilung ein. Sobald der gesamte Teilungscyclus und damit alle Stadien 
von der Bestrahlung betroffen wurden, scheint ein gewisser Gleich- 
gewichtszustand in der Teilungsbereitschaft eingetreten zu sein. 

Es folgt somit der dritte Abschnitt, der die Bestrahlungszeit iiber 
6 Stunden betrifft. Von diesem Zeitpunkt an bis zur gepriiften Zeit von 
12 Stunden differieren die Werte praktisch kaum von denen, die nach 
sechsstiindiger Bestrahlung erhalten wurden. 

Eine Zusammenfassung ist in Tabelle 10 gegeben. Es handelt sich 
dabei um Relativwerte, die aus dem Mittelwert der Kernteilungshaufigkeit 


Tabelle 10. Wirkung der Bestrahlungsdauer. Kernteilungshaufigkeit 
bestrahlter Wurzelspitzen/Kernteilungshaufigkeit unbestrahlter Wurzelspitzen. 








mV/m 15 Minuten | 70 Minuten | 2 Stunden 6 Stunden 9 Stunden | 12 Stunden 
1,04 0,90 1,00 0,84 0,87 0,93 
1200 1,03 0,90 0,99 0,83 0,86 0,98 ; 
1,02 0,89 0,99 0,82 0,86 0,92 
0,96 0,84 0,75 0,69 0,71 0,65 
600 0,95 0,83 0,74 0,69 0,70 0,65 
0,95 0,82 0,74 0,68 0,70 0,64 
1,01 1,28 
60 1 1,26 acd = we) ae 
0,99 1,25 
1,04 1,08 
20 1,08 1,08 a aie sas bee 
1,03 1,07 
1,20 1,13 1,09 1,18 
18 = 1,18 a 1,12 1,08 1,17 
1,18 1j;Ft 1,07 1,17 
1,09 1,36 
1 1,08 1,34 ses -_ hoes ie 
1,08 1,34 
1,29 1,05 1,27 1,24 
0,6 am 1,28 — (1,04) 1,26 1,28 
1,27 304 1,25 of 
1,17 1,11 1,12 , 
0,1 Si hack Aa <a 1,12 1,17 
1,14 1,08 1,11 1,16 
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bestrahlter Wurzelspitzen dividiert durch den Mittelwert der Kern- 
teilungshaufigkeit unbestrahlter Wurzelspitzen erhalten wurden. Der 
Wert 1 besagt danach, daB sich bestrahlte Pflanzen und Kontrollpflanzen 
gleich verhalten. Werte iiber 1 driicken eine Steigerung des Teilungswachs- 
tums der Versuchspflanzen, Werte unter 1 ein Absinken der Teilungs- 
haufigkeit unter diesen experimentellen Bedingungen aus. Die in jeder 
Rubrik seitlich stehenden Zahlen geben die Variationsbreite an. 

b) EinfluB auf die Phasenverteilung. Die stimulative Wirkung der 
Strahlung verursacht mit steigender Behandlungsdauer zunachst Ver- 
schiebungen der Haufigkeiten der einzelnen Kernphasen gegeniiber der 
Norm. Nach 6 Stunden sind diese Stérungen ausbalanciert. Der Zu- 
sammenhang zwischen Bestrahlungsdauer und Phasenverteilung ist in 
Tabelle 11 statistisch belegt. 


Tabelle 11. Abhangigkeit der Phasenverteilung von der Be- 
strahlungsdauer: 70 Minuten, 6, 9 und 12 Stunden. 








Feldstarke : F-berechnet | F-Grenzwert 
0,1; 0,6; 18; K re : 
600; 1200: ernphasen 
mV/m 95% 99% 





Prophase .... 3,04 1,96 
Metaphase .. 3,04 1.96 
Anaphase.... 3,04 1.96 
Telophase ... 3,04 1.96 











3. Zusammenwirken der beiden Faktoren ,,Feldstarke“ und 
,»Bestrahlungsdauer“ auf das Mitosisverhalten. 


Die beiden experimeniellen Bedingungen sind weitgehend voneinander 
abhangig. Die Wirkung ist einmal, wie schon erwahnt, zeitlich etwa nach 
6 Stunden und dosismaBig durch die iibernormale Feldstarke von 
1200 mV/m begrenzt. Ein Maximum der Beeinflussung liegt durch- 
schnittlich um 70 Minuten. 

Fiir die wachstumsgeférderten Serien ist die Wirkungsweise der beiden 
systematischen Faktoren noch besser gesichert als die nur eines von 
beiden, wie aus Tabelle 12 hervorgeht. AuBerdem sei auf die Differenzen- 
tabelle 13 hingewiesen. Verglichen sind hier Pflanzen, die mit 1, 20, 
60 mV/m 15 und 70 Minuten bestrahlt wurden. Durch die Kernteilungs- 
rate allein sind von den 15 Korrelationsméglichkeiten 13 statistisch ein- 
wandfrei abgesichert. . 

Die wachstumsférdernden Intensitéten verursachen im Verlauf von 
70 Minuten bis zur 6-Stunden-Bestrahlung wahrscheinlich eine Be- 
schleunigung des Mitosiscyclus, denn die Telophasenhaufigkeit ist redu- 
ziert, bleibt es sogar iiber 12 Stunden, waihrend die Metaphasen um so 
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Tabelle 12. Abhangigkeit der Kernteilungsrate von der Feld- 
starke und Bestrahlungsdauer. 

















F-berechnet/F-Grenzwert 
Feldstirke mV/m Bestrahlungsdauer 
: 95% 99% 
0,1—0,6—18 70 Minuten; 6, 9, 12 Stunden 3,84 2,76 
1—20—60 15 und 70 Minuten........ 1948 1299 
600— 1200 3, 15, 30, 45, 60, 70, 90 Min., 
2, 6, 8, 9, 12 Stunden... 4,69 3,58 





Tabelle 13. Differenzen der Kernteilungsfrequenz nach 1, 20 und 
60 mV/m-Bestrahlung. Einwirkungszeit: 15 und 70 Minuten. 











Feld- 
1/70! | 20/70 | 60/70 | 20/15 | 1/15 | 60/15 — peg nme li 
: iwirkungszeit 
53tt 63t+ | 1444+ | 1474+ | 1774+ ae ee F 
1.3% | 1,6% | 36% | 3,7% | 4.4% | 94 = (188%) |. 1/70 








lo- | o1¢+ | 94t+ | 124+ és > é 
02% | 2.0% | 2.35% | 3,10% | 271 = (1428%) | 20/70 


81++ | 844+ | 114++ bs a 4 
2.025%] 2.1% | 2,85% 561 = (14,03%) | 60/70 


3” | 33" | 480 = (12%) 20/15 
0,075%| 0,8% e . 




















30° | 477 =(11,91%)| 1/15 
0,75% pba 








447 = (11,18%)] 60/15 














haufiger geworden sind. Eine Abkiirzung der Prophasedauer, verbunden 
mit einer Verkiirzung des Ruhekernstadiums und infolgedessen sofortigem 
Prophasenachschub, halt den Prophasenprozentsatz konstant. 


Ein abweichendes Verhalten zeigen die mit pathologisch wirkenden 
Dosen behandelten Pflanzen. Dort erwies sich nach Abtestung der Be- 
strahlungsdauer von 3 Minuten bis 12 Stunden in zwélf verschiedenen 
Zeitabstaénden die Einwirkungszeit von so vorherrschender Bedeutung, 
daB eine Beriicksichtigung der Feldstarke, ob 600 oder 1200 mV/m, sich 
fiir die Beeinflussung der Kernteilungsrate als ganz nebensachlich heraus- 
stellte, denn die Werte bleiben unverandert, ob die Einwirkungszeit allein 
oder beide Faktoren gemeinsam getestet werden. 

1 1/70 bedeutet, die Pflanzen wurden mit 1 mV/m 70 Minuten bestrahlt. 


Die abrigen Abkirzungen lauten entsprechend. ++ = 99% Sicherung. | 
+ = 95% Sicherung, ~ = nicht gesichert. 
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Aus diesem Kapitel geht also hervor: 

Geringe Feldstarken bewirken méglicherweise eine Beschleunigung des 
Mitosiscyclus. 

Eine gleich lange Bestrahlungszeit bewirkt bei verschiedenen Feld- 
stiirken verschiedene Reaktionen. 

Feldstarke und Bestrahlungsdauer wirken korrelativ. Diese Wirkung 
potenziert sich von 15—70 Minuten. Bei 70-Minuten-Bestrahlung ist die 
Wirkungsweise der einzelnen Intensititen am besten zu erkennen. 


IT.» Diskussion der Ergebnisse. 
1. Dosisabhangigkeit und Zeitfaktor. 


Fir die Versuchsanordnung wurden verschiedene Feldstarken und ver- 
schiedene Bestrahlungsdauer fiir die einzelnen Feldstirken verwendet. 
Es kann daher wie bei Réntgen-, UV-Bestrahlungen und anderen Ein- 
wirkungen die Frage nach der Dosisabhangigkeit und dem EinfluB des 
Zeitfaktors gestellt werden. Die Untersuchungen waren gleichzeitig so 
angelegt, daB die Feldstairken 0,1, 0,6, 18, 600, 1200 mV/m jeweils in 
mindestens vier bis.zu zw6lf verschiedenen Zeiten (3 Minuten bis 12 Stun- 
den) verabreicht wurden. Prinzipiell kénnte somit die Rolle des ,,time- 
intensity factors‘‘ an dem vorliegenden Material gepriift werden. Wie 
bereits die Auswertung mit Hilfe der Varianzanalyse, insbesondere die 
Berechnung der ,,interactions“, zeigten, liBt sich eine lineare Abhangig- 
keit weder fiir Bestrahlungszeiten noch fiir die Feldstirken feststellen. 
Bei Berechnung der eingestrahlten Leistung in Abhangigkeit von Feld- 
stirke und Bestrahlungszeit ergeben sich im Versuchsmaterial vier Ver- 
gleichspaare, bei denen durch Variation von Zeit und Feldstarke die 
gleiche Energiemenge zugefiihrt wurde (Tabelle 2 und 3). Diese Ver- 
gleichspaare sind: 

a) 15 Minuten 1200 mV/m:1 Stunde 600 mV/m; 

b) 30 Minuten 1200 mV/m: 2 Stunden 600 mV/m; 

c) 90 Minuten 1200 mV/m:6 Stunden 600 mV/m; 

d) 2 Stunden 1200 mV/m: 8 Stunden 600 mV/m. 

Von diesen erwiesen sich drei als different und eins als homogen. 
Hieraus ergibt sich, daB die eingestrahlte Energiemenge nicht allein von 
Bedeutung ist, sondern daB der Zeit, wihrend der die Behandlung statt- 
fand, eine wesentliche Rolle fiir das Zustandekommen des Ergebnisses 
zukommt. Bei der Beurteilung der Versuche muB also mit einem bio- 
logischen Zeitfaktor gerechnet werden. Die Verschiedenheiten, die sich 
bei gleicher Energiemenge in verschiedenen Bestrahlungszeiten ergeben, 
sind ein Ausdruck dafiir, da bei zunehmender Bestrahlungszeit der 
physiologische Zustand der Zellen eine Anderung erfihrt. Die nach 
langerer Behandlungszeit verabfolgte Strahlung trifft also auf Zellen, die 
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Abb. 6. Vicia faba. Kernteilungsfrequenz nach 15 und 70 Minuten, nach 6, 9 und 12 Stunden Be- 
strahlung. Feldstirken 0,1, 0,6, 1, 18, 20, 60, 600, 1200 mV/m. z-Achse: F*-¢ (= Wirkung durch 
Leistungsaufnahme); y-Achse: Kernteilungsfrequenz in Prozenten. 
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Abb. 7.¥ Vicia faba. Kernteilungsfrequenz nach 15 und 70 Minuten, nach 6, 9 und 12 Stunden 
Bestrahlung. Feldstiirken 0,1, 0,6, 1, 18, 20, 60, 600, 1200 mV/m. z-Achse: F -¢ (= Wirkung durch 
Spannung); y-Achse: Kernteilungsfrequenz in Prozenten. 
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eine andere Empfindlichkeit fiir die Strahlung haben, als dies zu Beginn 
des Versuches der Fall war. Bei der groBen Bedeutung des biologischen 
Zeitfaktors ist es also nicht verwunderlich, wenn dieselbe Energiemenge 
bei verschieden langer Bestrahlungszeit verschiedene Werte der Mitosis- 
haufigkeiten und zum Teil auch der Phasenverteilung ergibt. Infolge- 
dessen gelingt es nicht, die Kurven im Sinne einer Dosisproportionalitat 
auszuwerten. 

Fiir die nahere Betrachtung des Einflusses der Behandlungszeit 
(Abb. 6, 7) ergibt nur die Bestrahlung von 15 Minuten mit den Feld- 
starken 1, 20, 60, 600, 1200 mV/m einen einigermaBen gleichmaBigen 
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Abb. 8. Vicia faba, Wsp. Theoretische Kurve iiber die Abhingigkeit der Kernteilungsfrequenz 
von der Feldstirke bei einer Bestrahlungszeit von 70 Minuten. 


Kurvenverlauf. Durch die groBe Streuung der Einzelwerte liegt aber der 
Abfall gerade an der Grenze statistischer Sicherung, so daB wir aus dieser 
Kurve zunichst keine weiteren Schliisse ziehen wollen. Bei den folgenden 
Bestrahlungszeiten 70 Minuten, 6, 9, 12 Stunden sind die meisten Diffe- 
renzen in der Wirkung einzelner Feldstérken innerhalb der Kurven 
statistisch gegeneinander gesichert. Der Kurvenverlauf erscheint zunachst 
vollig uniibersichtlich, bei genauerer Betrachtung laBt sich aber doch eine 
GesetzmaBigkeit aufzeigen, fiir die allerdings im Augenblick eine Er- 
klarung noch nicht gegeben werden kann: Bei der Kurve fiir die Wirkung 
von 70-Minuten-Bestrahlung ist der Abfall der Kernteilungsfrequenz von 
der niedrigsten zur héchsten Feldstarke gesichert. Bei den mittleren 
Intensitéten zeigen sich zwei Gipfel mit einem dazwischen liegenden 
Minimum. Bei sechsstiindiger Bestrahlung -tritt dieser charakteristische 
Kurvenverlauf wieder hervor, aber im ganzen in den Bereich der schwiache- 
ren Intensitaten verschoben. Bei der starksten Intensitat der Bestrahlung 
ist ein geringer Anstieg angedeutet, der aber hier nicht gesichert ist. In 
der graphischen Darstellung fiir die Wirkung von 9 Stunden ist die Ver- 
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schiebung der Maxima in den Bereich schwacher Feldstaérken soweit vor- 
geschritten, daB der erste Gipfel bereits auBerhalb der hier verwendeten 
Intensitaten liegt. Die Kurve beginnt mit dem ersten Minimum, zeigt 
dann den Anstieg und das charakteristische Absinken bei steigender Feld- 
stirke. Der kaum angedeutete Anstieg am Ende ist hier bereits etwas 
deutlicher ausgeprigt. Die Wirkung von 12-Stunden-Bestrahlung 
zeigt im Vergleich mit den vorhergehenden Kurven, daB die geringste 
verwendete Feldstirke bereits in das zweite Maximum fallt. Der nach 
dem Absinken in den Kurven fiir 6 und 9 Stunden nur angedeutete 
Anstieg tritt hier noch klarer hervor, so daB von dieser Kurve aus an- 
genommen werden kann, daB die vorher statistisch nicht zu sichernden 
Differenzen auf tatsaichlich vorhandenen Unterschieden beruhen. Der sich 
zeigende wellenformige Kurvenverlauf fiir die Wirkung verschiedener 
Feldstarken bei gleicher Bestrahlungszeit 14Bt einige Vermutungen iiber 
die Wirkung schwicherer und starkerer Feldstirken zu. Bei immer 
geringer werdenden Feldstérken werden die Maxima und Minima der 
Kurve sich weniger stark auspragen und sich schlieBlich dem Normalwert 
vollig angleichen. Bei héherer Feldstarke wird sich die abfallende Tendenz 
der ganzen Kurve zeigen mit immer dichter aufeinander folgenden 
Maxima und Minima, deren absolute Differenz aber kleiner wird, bis zum 
volligen Stillstand der Teilungstatigkeit (Abb. 8). Bei lang andauernder 
Bestrahlung muB sich dieser Punkt immer weiter in den Bereich schwache- 
rer Intensitaten verschieben. Es ist aus diesem Grund nicht méglich, den 
energetischen Zusammenhang zwischen eingestrahlter Intensitat einerseits 
und Mitosishiufigkeit als Test der biologischen Reaktion anderseits zu 
verwenden. 
2. Allgemeines. 

Die weitaus erste Stelle der Untersuchungen iiber eine biologische 
‘Wirkung der. Ultrakurzwellen nehmen die medizinischen Arbeiten ein. 
Die Meterwellen wurden dabei als kiinstliche und als eine nicht naher 
analysierte Komponente der natiirlichen kosmischen Strahlung verwendet. 
Es 1a8t sich eine eindeutige Abhangigkeit des menschlichen Organismus 
von dieser Strahlungsart feststellen (z. B. ScHirEPHAKE, 1935; ScHosTa- 
KOwITSCH, 1936; TscHIJEWSKY zit. nach B. und T. Dix, 1939; Takata 
uud Mvurasuai, 1941). Einzelne Arbeiten befassen sich mit der Wirkung 
auf Bacterien, aber nicht auf die Zellen hoherer Organismen. Hinsichtlich 
der Bacterien weist SCHLIEPHAKE (1935) wohl darauf hin, daB bei gewissen 
Erkrankungen der HeilungsprozeB durch Bestrahlung mit viner bestimmten 
Wellenlange wesentlich beschleunigt werden kann, anderseits hat die An- 
wendung der Bestrahlung auf die Krankheitserreger selbst aber zu einem 
negativen Ergebnis gefiihrt. Hascaé und Leunie (1934) haben im Be- 
reich der Kurzwellen von 8—16m keinen Einflu8 der Frequenz auf 
Staphylococcen und Streptococcen feststellen konnen und eine Priifung des 
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Einflusses der Feldstairke ist bei den geplanten hohen Energiemengen 
durch das Hinzutreten thermischer Effekte nicht méglich gewesen. Uber 
eine zunachst stimulative Wirkung der kosmischen Strahlung berichtet 
Evester (1939) auf Grund von Beobachtungen, die sich tiber 6 Jahre 
erstrecken und an verschiedenen Bakterien, an Pflanzensamen sowie an 
Eiern von Drosophila gemacht wurden. Eine hemmende Wirkung soll 
sich bei langdauernder Einwirkung von 1—2 Jahren ergeben. Diesen 
Befund bestatigt ENcELSTAD (1934) an einem zehnmonatlichen Versuch 
mit weiBen Mausen. Das Gewicht der abgeschirmten Tiere lag durch- 
sehnittlich 4%  héher als das der Kontrolltiere, die der natiirlichen 
Strahlung ausgesetzt waren. Da alle diese vorliegenden Publikationen 
sich mit der Wirkung auf den Gesamtorganismus oder den Gewebekom- 
plex als solchen befassen und die Reaktionen der einzelnen Zelle auBer 
acht lassen, besitzen sie fiir die hier bearbeitete Fragestellung nur eine 
geringe Brauchbarkeit. Die Wirkung auf kolloidale, nicht lebende Sy- 
steme wurde von WILKE und MULLER (zit. nach D. und T. Distx, 1939) 
u. a. an dem auBerordentlich empfindlich reagierenden Arsentrisulfidsol 
beschrieben. Im groBen und ganzen wird auf Grund dieser Erfahrungen 
an Modelisubstanzen die Ansicht vertreten, daB die Ultrakurzwellen in 
Emulsionen oder im Plasma eine Entmischung des Kolloids und eine 
Coagulation der EiweiBbestandteile herbeifiihren (HETTINGA, KORBER zit. 
nach B. und T. Diitx, 1939: Diiun, 1939). 

AuBer der Wirkung auf das Wachstum wurde in den vorliegenden 
Untersuchungen noch ein zweiter EinfluB der Meterwellen festgestellt, der 
sich vor allem bei Verwendung der starkeren Intensitaten manifestierte. 
Dieses Auftreten pathologisch verinderter Zellen wurde bereits erwahnt. 
Es handelt sich hierbei um die Auslésurig von Verainderungen an den 
Chromosomen, die mit den nach Réntgenbehandlung verursachten Primar- 
und Sekundareffekten iibereinstimmen. Diese mutationsauslésende Wir- 
kung der Meterwellen, die an der Meiosis von Harte (1949) untersucht 
wurde, soll an der Mitcsis im Rahmen einer besonderen Verdéffentlichung 
besprochen werden (BRAUER, in Vorbereitung). 

In den vorliegenden Untersuchungen wurden also Veranderungen er- 
faBt, die auch iiber die unmittelbare Bestrahlungsdauer noch eine gewisse 
Zeit fortbestehen. Es entfallt jedoch die Erkennung solcher Reaktionen, 
die allein unter dem StrahleneinfluB sich vollziehen konnen und bei Ab- 
schaltung der Meterwellenstrahlung sofort wieder aufgehoben sind. An 
eine derartige Méglichkeit muB tatsaichlich gedacht werden, denn HEEREN 
(1936) gelang es fiir Réntgenversuche durch ununterbrochene Messungen 
des Wurzelwachstums mittels des Interferometers den Nachweis von Zelt- 
verinderungen zu erbringen, die sich nur unmittelbar wéhrend der 
Strahlung vollziehen. Dieser reversible Effekt der Strahlenwirkung beruhl 
auf einer Verkiirzung der Zellen. 
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Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde das Wurzelmeristem als 
ein sich standig und sehr rasch teilendes Gewebe bestrahlt. Im Cambium 
der Baume liegt ebenfalls ein Meristem vor, das sich allerdings durch eine 
bedeutend geringere Kernteilungsfrequenz auszeichnet. Die meristemati- 
schen Zellen pflegen jedoch nach vielen Erfahrungen meist in gleicher 
Weise auf eine Anderung der AuSenbedingungen zu reagieren. Infolge- 
dessen kann auf die Ausgangsfragestellung zuriickgegriffen werden. Das 
durch viele Untersuchungen in den Jahren starker Sonnenaktivitat fest- 
gestellte vermehrte Teilungswachstum des Cambiums kann nach den hier 
dargestellten Befunden mit der in diesen Zeiten besonders starken UKW- 
Strahlung der Sonne in ursachlichen Zusammenhang gebracht werden. 
Die schwachsten hier verwendeten Intensitaéten liegen bereits in der 
GroBenordnung der Strahlung, die nach starken Sonneneruptionen die 
Erdoberflache erreichen kann. Aus der besonderen Bedeutung des Zeit- 
faktors, die sich aus diesen Untersuchungen ergeben hat, kann daher mit 
groBer Wahrscheinlichkeit geschlossen werden, da8 fiir eine Férderung des 
Dickenwachstums der Baume durch die von den Sonnenflecken aus- 
gesandten Strahlen die Dauer der mit Eruptionen verbundenen Sonnen- 
flecken weit wesentlicher ist als ihre zahlenmaBige Haufigkeit. 


E. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Es wurde die biologische Wirkung von Meterwellen der Wellen- 
lange A = 1,50 m und der Feldstiarken 0,1, 0,6, 1, 18, 20, 60, 600 und 
1200 mV/m nach zum Teil 3-Minuten- bis 12-Stunden-Bestrahlung am 
Teilungswachstum der Wurzelspitzen von Vicia faba getestet. 

2. Die elektromagnetischen Wellen iiben eine unspezifische Wirkung 
auf die Zelle aus. Die Beeinflussung der Mitosis ist dieselbe, wie sie bisher 
nach anderen chemisch oder physikalisch wirksamen Agenzien beobachtet 
wurde. 

3. Die Kernteilungsfrequenz ist abhangig von der Feldstarke. Geringe 
Feldstarken — 0,1, 0,6, 1, 18, 20, 60 mV/m — erhdhen die Kernteilungs- 
rate; starke Feldstirken — 600, 1200 mV/m — hemmen sie. Eine opti- 
male Feldstirke scheint um 1 mV/m zu liegen. 

4. Die Kernphasen besitzen eine voneinander unterschiedliche 
Strahlensensibilitat. 

5. In den vorliegenden Versuchen ist die Wirkung der Bestrahlungs- 
zeit hervorstechender als die der einzelnen verwendeten Feldstarken. 

15-Minuten-Behandlung ergab noch keine statistisch erfaBbaren 
Anderungen. Die Bestrahlungszeit von 70 Minuten ergibt die weitesten 
Differenzen in der Kernteilungshaufigkeit. Bei dieser Behandlungsdauer 
ist daher die unterschiedliche Wirkungsweise der einzelnen Feldstirken 
am deutlichsten. Dauerbestrahlungen iiber 6 Stunden bis zur gepriiften 
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Zeit von 12 Stunden wirken im groBen und ganzen gleichsinnig auf die 
beiden gewahlten Teste. 

6. Feldstarke und Bestrahlungsdauer wirken zusammen iiber einen sehr 
komplizierten Komplex von Vorgangen auf Kernteilungsrate und Phasen- 
verteilung. 

7. Die Dauer des gesamten Mitosiscyclus wird durch geringe, fordernde 
Intensitaten in den ersten Stunden der Bestrahlung méglicherweise ver- 
kiirzt. 

8. In Anbetracht der groBen Bedeutung des biologischen Zeitfaktors 
gelingt es nicht, die Ergebnisse im Sinne einer Dosisproportionalitat aus- 
zuwerten. — Es wurde statt dessen versucht, eine theoretische Kurve 
iiber die Abhangigkeit der Kernteilungsfrequenz von der Feldstarke bei 
einer Bestrahlungszeit von 70 Minuten zu konstruieren. 
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1 Dissertation der nat.-math. Fakultat der Universitat Freiburg i. Br. — 
Ich danke meinem Lehrer Herrn Prof. Dr. F. OeutKeErs fir die Uberlassung 
des Themas und fiir zahlreiche Hinweise; Herrn Prof. Dr. Dr. H. MarQquaRDT 
und Fraulein Dr. C. Harte fir vielfache Hilfe. 

2 Die in dieser Arbeit angewandte Methodik ist analysiert in der am Schlu8 
dieses Heftes stehenden Arbeit von C. Harter, Varianzanalyse. Es empfiehlt 
sich, die Arbeit C. HaRTE vorher zu lesen. 
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I. Einleitung. 


Die Untersuchungen, die bisher iiber die Abhangigkeit der Pflanzen 
von der Ernahrung durch Mineralstoffe angestellt wurden, beziehen sich 
gewohnlich auf die Art und Wirkung oder auf die Ersetzbarkeit von 
unentbehrlichen Elementen, und die Resultate sind meistens rein physio- 
logische. Insbesondere Mangelkulturversuche werden in der Physiologie 
in ihrer Wirkung auf Nahrstoffaufnahme, Wasserhaushalt, Assimilation 
und Atmung behandelt. Zu diesen physiologischen Effekten gehéren 
nun freilich auch die Auswirkungen auf das SproB- und Wurzelwachstum, 
und so ist der Gedanke naheliegend, von hier aus zu einer Betrachtung 
der zytologischen und chromosomalen Verhialtnisse unter den Bedingungen 
von Mangelkultuven iiberzugehen. Dieses Gebiet wurde bisher nur un- 
vollkommen bearbeitet; insbesondere fehlte es bisher in den meisten 
Fallen an eingehenden Vergleichen mit Normalformen, sodann sind die 
zytologischen Verhialtnisse viel zu summarisch beurteilt. Im _hiesigen 
Institut sind schon seit langem die Teste zur Bearbeitung der Mitose 
in hinreichend differenzierter Weise aufgebaut; sie wurden in der Arbeit 
von BRAUER (1949) insbesondere auch auf das von uns verwendete Objekt 
Vicia faba eingestellt. So war es méglich, mit Aussicht auf genauere 
Einsichten eine zytologische Analyse bei Mangelkulturen neu zu beginnen. 
Dariiber hinaus wurde in unseren Untersuchungen besonders auf alle 
diejenigen Erscheinungen geachtet, welche die besonderen Zustande des 
Nucleinséurestoffwechsels erkennen lassen. Seit CaspERSSON (1939) an 
Hand seiner Absorptionsmessungen tiber den EiweiB- und Nucleinsaure- 
stoffwechsel der Zelle neue Vorstellungen iiber den Umsatz dieser wich- 
tigen Substanz entwickelte, ist es notwendig, auch von der Zytologie 
her alles beizutragen, was einer weiteren Klaérung der aufgeworfenen 
Fragen dienen kann. Eine Reihe von Angaben und Beobachtungen der 
letzten Jahre hat bereits von DarLineton (1947) und KoniErR (1947) 
eine Zusammenfassung erfahren, doch fehlt bisher eine mehr systematische 
Durchuntersuchung des Kernteilungsablaufes unter dem Gesichtspunkt 
des Nucleinséurestoffwechsels. Hier neue Verbindungen herzustellen, ist 
eine der weiteren Aufgaben der vorliegenden Arbeit. 


Il. Material und Methode. 


Alle Versuche wurden an Vicia faba (Dr. Francks Hohenloher Acker- 
bohne, Stamm 4/10/5; 2n = 12!) ausgefiihrt. Sie begannen Ende Juni 1946. 
Weitere Versuche folgten im August bis Dezember 1946 und im Marz, April, 
Juni bis September 1947, um Licht, Jahreszeit und andere AuBenfaktoren 
einzukeziehen. Die Temperatur wurde bei 20° konstant gehalten. Ebenso 
der Versuchsort, zwei an einem Nordfenster stehende Glasthermostaten: 

Zur Aufzucht der Versuchspflanzen wurden Bohnen in Petrischalen an- 
gekeimt. Die Keimlinge wurden am 2. Tag in Sagespine getopft, die zu- 





1 Aus Hohenheim. 











Hanneliese Fink: 





512 


vor mit Nahrlésung nach Knop getrankt worden waren. Nach 8 Tagen 
hatten die Pflanzen 10 bis 12 cm lange Hauptwurzeln gebildet. Diese wurden 
nach Auswahl gesunder, gleichmaBiger Pflanzen dekapitiert und hernach 
einzeln in 200 cem Erlenmeyerkélbchen mit Nahrlésung nach KNor von 
derselben Temperatur (20°) umgesetzt. Die GefaBe waren vorher mit konzen- 
trierter Chromschwefelsdure gereinigt worden. Die Befestigung der Pflanzen 
erfolgte mittels ausgekochter und dann mit Paraffin getrankter Korken. Die 
Offnung fir den Spro8 wurde mit steriler Watte abgedichtet und die GefaBe 
nach auBen hin abgedunkelt. Durch sorgfaltiges Arbeiten’ konnte so das 
Eindringen von Mikroorganismen weitgehend verhindert werden. 

Am 14. Tage waren geniigend Seitenwurzeln erster Ordnung gebildet 
worden, so da der Versuchsbeginn auf diesen Tag festgelegt wurde. Um 
11 Uhr vormittags wurden jeweils 10 bis 15 Pflanzen (nur in Ausnahmefallen 
weniger) in die bereitgestellten Erlenmeyerkélbchen mit Mangellésung von 
20° verbracht. Die Kotyledonen waren den Pflanzen aus spater angefithrten 
Grimden belassen worden. 

Beim Ansetzen der Versuchslésungen wurde Aqua bidest. verwendet, 
das zweitemal war iiber Glas destilliert worden. Die Chemikalien waren 
alle pro analysi von der Firma Merck, Darmstadt. 

Als Kontroll- und Ausgangslésung fiir alle Versuche wurde die Knopsche 
Nahrlésung gewahlt, andere Nahbrlésungen lieBen sich auf Grund zeitbedingter 
Schwierigkeiten nicht zusammenstellen. 










Knopsche Nahrlésung: Ca(NO,), 1,0 , 
KNO, 0,25 
KH,PO, 0,25 ; Aqua bidest. 1000 ccm. 
MgSO, 0,25 
FeSO, Spur 
Spurenelemente: ZnSO, 0,05 
CuSO, 0,05 | Aqua bidest. 1000 ccm. 
H,BO, 0,6 
MnCl, 0,3 


Davon wurde 1 cem pro Liter Nahrlésung zugesetzt. 


Der pu-Wert der Normallésung liegt bei 4,5 bis 5. Die Mangellésungen 
wurden wie folgt zusammengesetzt: 





























































Pa = 
K-Mangel .......... KNO, ersetzt durch Ca(NO3). 6.5 
KH,PO, Sen fe Ca;(PO,). a 
Mg-Mangel ......... MgSO, 5 Na,SO, 4,5—5 
Ca-meneel..... =... Ca(NO3). ” KNO, 5,5 
Fe-Mangel.......... Kein FeSO, 6.46.7 
KH,PO, ersetzt durch K,HPO, oP Tiere 
NO;-Mangel ........ Ca(NO3). a “4 CaCl, ; 
KNO, 2? ”? KCl 4 4,6—4,8 
PO,-Mangel......... KH,PO, Fe is K,SQ, £ 
2 MgSO, ” ” Mg(NO3)o F 
80,-Mangel .:...... MgSO, RS =p MgCl, 5.5—6 
FeSO, : FeCl, : 
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Der Austausch der einzelnen Salze erfolgte gewichtsmaBig. Der pu der Nahr- 
lésungen wurde mit MERcks Universalindikator und durch Titrationen ermittelt. 

Die Fixierungen erfolgten in den meisten Fallen zweistindlich bis zu 
12 Stunden, dann in weiteren Abstanden bis zu 36 Tagen. Eine weitere 
Fixierung nach 56 Tagen zeigte keine Ergebnisse mehr, da selbst in der 
Kontrolle die Mitosenhaufigkeit auf 0 abgesunken war. Die Versuchsbedin- 
gungen (200 ccm Erlenmeyerkélbchen) waren fiir Untersuchungen iiber Monats- 
dauer nicht geeignet. Es traten jedoch vom 26. Tage an in allen Fallen keine 
Veranderungen mehr auf, so daB der Versuch hier abgebrochen werden konnte. 

Bei der Fixierung wurde Carnoy (3 Teile Alkohol: 1 Teil Eisessig) und 
Essigsiurekarmin im Verhaltnis 2: 1 verwendet und die dadurch hervor- 
gerufene Uberfarbung vor dem Auswerten der Versuche durch 50% Essig- 
sdure rickgangig gemacht. Zur zytologischen Untersuchung wurden Pra- 
parate nach der Essigsiurekarmin- Quetschmethode angefertigt. 

Die Beurteilung des zytologischen Verhaltens der Zellen im Wurzel- 
meristem geschah nach folgenden Gesichtspunkten: Einmal wurde die Kern- 
teilungshaufigkeit ermittelt. Dazu wurden fiir jeden Teilversuch aus den 
teilungsreichsten Geweben von zumeist 10 Wurzelspitzen 2000 Zellen aus- 
gezahlt. Zum andern wurde die Stadienverteilung bestimmt, wofiir jedesmal 
500 in Teilung befindliche Kerne ausgewertet wurden. Endlich wurden in 
verschiedenen Fallen die Chromosomengréfen bestimmt. Es wurden dafir 
Langen- und Breitenmessungen in der Metaphase vorgenommen. Jeweils 
120 Metaphasechromosomen aus 10 Zellen wurden mit dem Zeichenapparat 
gezeichnet und im Reproduktionsgerat auf das Dreifache vergréBert und 
dann die Masse mit dem MeBradchen bestimmt. Im ganzen wurde die 
Fixierungs- und Auszaihlungsmethode von BRAUER 1949 tibernommen, doch 
stimmen die Chromosomenma8e nicht ganz mit denen von BRAUER an- 
gegebenen iiberein, da bei gleicher Technik die Vergr6é8erung um eine geringe 
Abweichung variiert. Ausdriicklich sei darauf hingewiesen, daB jedem Ver- 
such ein Koatrollversuch parallel lief und zu jeder Fixierung eine Kontroll- 
fixierung durchgefiihrt wurde. Dasselbe gilt fiir die Auswertungen. Die 
Auswirkungen der jeweiligen Einwirkungsart auf den Nucleinsaurestoff- 
wechsel der Zellen wurde an Anderungen des Farbeverhaltens, der GréBe 
und Struktur von Ruhekernen, Chromosomen und Nucleolen im Vergleich 
mit Kontrollversuchen erfaBt. 

Optik: Zei binokulares Stativ, 1/,, Olimmersion 100 x, Okular 15 
und 20 x. Busch Zeichenprisma. 

Die statistische Sicherung der Teilungshaufigkeit geschah durch die 
Varianzanalyse, da hierbei auBer dem allgemeinen Absinken auch die Schwan- 
kungen innerhalb der einzelnen Versuche, also zwischen den einzelnen Pflanzen 
beriicksichtigt werden konnten. In einzelnen Fallen, die besonders angegeben 
sind, wurde der Mittelwert berechnet. Die Stadienverteilung wurde mit 
Hilfe des Homogenitatstestes (y? Tabelle nach FIsHER) ausgewertet. 


Ill. Experimenteller Teil. 
1. EinfluB der Kotyledonen. 
a) Entfernung beider Kotyledonen. 


Es war vorgesehen worden, den Pflanzen der Mangelkulturen vor 
Versuchsbeginn die Kotyledonen zu entfernen, um die mégliche Fehler- 
quelle der Zufuhr von Nahrsalzen aus den beiden Keimblattern auszu- 


Chromosoma, 3. Bd., Heft 6. 35 
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schalten. In besonderem Ma8e muB sich diese bei K, Mg und S-Mangel 
bemerkbar machen, da durch eine Aschenanalyse der Bohnen diese drei 
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Abb. 1. Vicia faba. Kernteil hiufigkeit nach Entfernung beider und nur eines Kotyledo und 
Stadienverteilung nach Entfernung beider Kotyledonen. 


Elemente in betriachtlicher Menge nachgewiesen worden waren. Als 
Spuren sind P, Ca und Fe in den Kotyledonen enthalten, der N-Gehalt 
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ist in der Analyse nicht erfaBt worden. Aus diesem Grunde wurden 
von 2 Wochen alten Pflanzen, die also schon geniigend Blatter gebildet 
hatten, um assimilieren zu k6nnen, die beiden Kotyledonen entfernt. 
Es sollte dabei festgestellt werden, ob die Entfernung der Keimblatter 
an und fiir sich schon Riickwirkungen auf den Kernteilungsablauf hat 
und in welchem MaBe diese vorliegen. 


Dabei wurde beobachtet (Abb. 1), daB die Kernteilungsintensitat sich 
nach 2 Stunden zunachst von 10,45% auf 12,20% erhéht, P = 0,907—0,908. 
In den folgenden Fixierungen sinkt sie dann aber in gleichen Abstanden ab, 
um bei 12 Stunden nur noch 2,20% zu betragen. Von diesem Zeitpunkt an 
treten keine groSen zahlenmaBigen Verainderungen mehr ein. Langsam 
nimmt die Teilungshaufigkeit weiter ab, bis schlieBlich von 48 Stunden an 
keine neuen Zellteilungen mehr 
eingeleitet werden. Die Wurzeln 
zeigen AuBerlich ein gelblich- 
weiBes Aussehen. Auch die Sprosse 


scheinen im Wachstum stehen- A \ 
geblieben zu sein, was bei Be- 
lassung der Kotyledonen wahrend = 


aller Mangelversuche niemals be- 

obachtet wurde. Das Absinken 

der Kernteilungsintensitat ist Abb. 2. Vicia faba. Chromosomensatz mit norma- 
varianzanalytisch gesichert, z be- _len Liangen- und BreitenmaSen. Nach BRAUER 1948. 
tragt dabei 0,8554 fiir 0,1%, die 

Differenz ist 1,10444. Das Verhaltnis der mitotischen Stadien zueinan- 
der weist leichte Stérungen auf (Phom gegeniiber der Kontrolle < 0,01) 
(Abb. 1) in der Weise, da die prophasischen Stadien bis 4 Stunden zunehmen, 
um dann nach 12 Stunden von 68,20% auf 50,70% abzusinken. Die Abnahme 
der Prophasen bleibt bestehen, solange noch Mitosenstadien aufgefunden 
werden. Die Metaphasen sind zunachst etwas herabgesetzt bis 4 Stunden, 
steigen aber dann fiir die Dauer der Beobachtung an. Nach 12 Stunden 
finden sich 31,30% gegeniiber 21,40% der Kontrollpflanzen. Anaphasen 
treten nach 4 Stunden zunachst in verminderter Zahl auf, doch erreichen 
sie den Normalwert schon bei der nachsten Fixierung nach 6 Stunden wieder 
und zeigen keine Abweichungen mehr. Im Vorkommen der Telophasen 
finden sich kaum Differenzen; nur nach 8 Stunden erhéhen sie sich voriiber- 
gehend auf 13%. 


Bei der ersten Fixierung nach 2 Stunden wurde eine helle Farbung 
der Ruhekerne beobachtet, wie sie fiir alle Kontrollversuche charakterisiert 
ist. Ebenso stimmen die Chromosomenlangen und -breiten mit denen der 
Kontrollpflanzen tiberein (s. Abb. 2). Es mégen hier einige Messungen 
bei VergréBerung um das 2430fache angegeben werden. Die Gesamt- 
lingen und -breiten resultieren dabei immer aus Messungen von 120 
Chromosomen (vgl. Tabelle 1) = 10 Zellen. 


Gesamtlinge 83,57 + 3,18 | Gesamtbreite 11,05 -+- 0,27 

der Kontroll- 84,04 + 3,21 der Kontroll- 12,51 + 0,27 

chromosomen 87,20 + 3,12 chromosomen 13,84 + 0,32 
35* 
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Eu- und Heterochromatin sind im Ruhekern, an Pro: und spiten 
Telophasechromosomen durch Unterschiede in der Farbbarkeit unter- 
scheidbar. Der Betrag an Heterochromatin ist im Chromosomensatz 
von Vicia faba, wie schon aus der Arbeit von Hertz (1932) hervorgeht, 
sehr gering. Die GranagréBe und die GréBe der heterochromatischen 
Chromozentren sind nicht bedeutend (s. Abb. 9 [1]). Die beiden 
Nucleoli jeder Zelle treten in der Telophase II, Interphase und Prophase 
in betrichtlicher GréBe ungefirbt in Erscheinung und lésen sich wie 
in allen Kontrollversuchen waihrend des Uberganges der spiten Prophase 
in die friihe Metaphase auf. Das Wiedererscheinen der beiden Nucleoli 
erfolgt vom Ubergang der Telophase I zur Telophase II, wenn sich die 
Chromosomen nicht mehr als dunkel gefarbte Einheiten erkennen lassen, 
sie sich also entspiralisieren und der Abbau der Desoxyribosenucleinsdure 
erfolgt!. Gestaltliche Abanderungen der Chromosomen sind hier wie in 
den Kontrollversuchen selten. Am haufigsten kann eine Zerdehnung der 
SAT-Stelle und eine Verzerrung in der Insertionsstelle der M-Chromo- 
somen beobachtet werden. Daneben sind A-Briicken, T-Briicken, Frag- 
mentationen, Pyknosen und Verklebungen vertreten. Briiche der 
m-Chromosomen wurden gelegentlich aufgefunden, haufiger Zunahme 
des relational-coiling. 

Von 4 Stunden ab wird nun die Farbung der Ruhekerne immer aus- 
gepragter, bis schlieBlich nach 12 Stunden das Maximum erreicht ist. 
Die dunkle Farbung der Ruhekerne halt an, solange die Kernteilungs- 
intensitat ihren niedrigen Prozentsatz beibehalt. Die Uberladung mit 
Desoxyribosenucleinsiure geht also der Teilungshaufigkeit parallel. Im 
Gefolge davon vergrébert sich die Granulation fortlaufend bis zum 
Stillstand bei 12 Stunden. Die heterochromatischen Chromozentren 
treten vermehrt und vergréBert auf. Eu- und Heterochromatin sind 
schlieBlich nicht mehr unterscheidbar, die Chromosomen weisen eine 
stufenweise zunehmende Uberladung mit farbbarer Substanz auf. Ver- 
bunden damit ist die immer starker hervortretende Kontraktion. Von 
12 Stunden ab sind die Chromosomen maximal verkiirzt (siehe Abb. 3). 
Die beiden Nucleoli werden zusehends verkleinert, sie lésen sich etwas 
friiher auf und sind spater, in der mittleren T,, wieder vorhanden. AuBer- 
dem tritt hier der Sonderfall auf, daB die in der Kontrolle und anderen 
Versuchen hell ausgesparten Nucleoli dunkel gefiarbt sind. 


Daneben wurde beobachtet, daf8 die Anomalien der Mitose von 8 Stunden 
an vermehri auftreten: Zerdehnungen der Centromer-Region bei m-Chromo- 


1 Es mu8 an dieser Stelle ausdriicklich festgestellt werden, daf mit der 
angewandten Farbemethode kein quantitativer Nucleinsiurenachweis er- 
bracht werden kann. Doch geben die deutlichen Unterschiede in der Firb- 
barkeit der betreffenden Kerne gegeniiber gleichzeitig fixierten Kontroll- 
kernen gut verwertbare Hinweise. 
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somen, Pyknosen, Chromosomenzersprengungen, Stérungen in der Spindel- 
bildung, 3polige Telophase und viele iiberalterte Prophasen wurden gefunden. 
Nach 12 Stunden waren fast alle Prophasen tiberaltert (vg]. MarquaRDT 1938, 
1940). Von diesem Zeitpunkt an traten die Anomalien der verminderten 
Mitosezahl entsprechend wieder zuriick. 

Die mitosefreie Zwischenzeit hielt bis zum 8. Tage an. Von diesem Tage an 
sproBten am unteren Ende der dekapitierten Hauptwurzel sparlich neue 
Wurzelspitzen hervor, so daB am 10. Tage vier, am 17. Tage eine, am 26. Tage 
fimf, am 36. Tage zehn von jeweils zehn untersuchten Wurzelspitzen eine 
Teilungshaufigkeit aufwiesen, wie sie den Kontrollpflanzen entspricht. Das 
normale Wurzelwachstum ist jedoch nicht wieder hergestellt. Vor dem Still- 
stand des Wachstums konnten in allen Fallen 10 Wurzelspitzen ausgewertet 
werden. Auch bleibt die Teilungshaufigkeit dieser untersuchten Wurzel- 
spitzen um eine geringere Differenz hinter derjenigen der Kontrollpflanzen 
zuriick. Verglichen wurden bei der statistischen Sicherung die Prozent- 
zahlen beider Reihen. Sie lagen beim Versuch als Mittelwert bei 9,90% + 0,3; 
bei der Kontrolle bei 11,80% + 0,4 (Phom < 0,01). Dagegen unterscheidet 
sich die Stadienverteilung nicht gegentiber der Kontrolle. Getestet wurde 
diese Aussage an der Pro- und der Metaphase. 

P = 0,17—0,18 fiir die Prophase, 

P = 0,35—0,36 fiir die Metaphase. 
Die Farbung der Ruhekerne ist wieder weitgehend normal geworden, obgleich 
noch etwas intensiver als die Kontrolle. Ebenso ist die Granulation noch 
ausgepragter. Die Chromosomen weisen eine normale Lange auf, Eu- und 
Heterochromatin kénnen wieder unterschieden werden. Es sind jedoch noch 
vermehrt Chromozentren vorhanden und die Nucleoli sind bei normaler 
GréBe noch etwas dunkler. Sie‘lésen sich in der friithesten Metaphase auf. 
Die Anomalien sind in normaler Haufigkeit vertreten. 

Die Versuche der Kotyledonenentfernung wurden zu verschiedenen 
Jahreszeiten angestellt, Mitte Juni und Mitte August. Die Ergebnisse 
unterscheiden sich in keiner Weise. Das Wachstum der Wurzelspitzen 
setzte bald nach Entfernung der Kotyledonen aus und erholte sich erst 
nach 8 Tagen wieder. Es wurden in beiden Fallen neue Wurzelspitzen 
gebildet, die am 36. Tage in normaler Haufigkeit vorhanden waren. Zu 
exakten Versuchen sind die Pflanzen jedoch nicht mehr zu verwenden. 
Sie sind durch den Eingriff der Kotyledonenentfernung geschwacht und 
in SproB- sowie Wurzelwachstum zuriickgeblieben. Da nach 36 Tagen 
auch das Wachstum der Kontrollpflanzen nachlieB, wurde von dem Vor- 
haben, bei den Mangelversuchen den Pflanzen zuvor die Kotyledonen zu 
entfernen, abgesehen. 





b) Entfernung eines Kotyledo. 


Nachdem festgestellt worden war, daB die Schadigung der Versuchs- 
pflanzen nach Entfernung der beiden Keimblatter eine so tiefgehende 
ist, war damit die Fragestellung gegeben, ob sich auch die Entfernung 
eines der beiden Kotyledonen ungiinstig auf das Wachstum der Wurzel- 
spitzen auswirkt. 
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Dabei konnte- beobachtet werden, da8 die Kernteilungsintensitat nach 

2 Stunden zunachst auf 11,95% ansteigt, P = 0,12—0,13. Doch schon bei 
der nachsten Fixierung, nach 4 Stunden, vermindert sich die Zahl der Mitosen 
auf 9,95%, sinkt dann gleichmaBig ab, und betragt nach 12 Stunden noch 
3,20%. Von diesem Zeitpunkt an durchlauft nur noch ein geringer Prozent- 
teil der Kerne die Mitosis. Langsam sinkt die Teilungshaufigkeit weiter 
und behalt von 48 Stunden bis 6 Tage den Wert von 0,2% bei. Vergleichend 
kann festgestellt werden, da hier eine ebenso starke Hemmung im Teilungs- 
wachstum eintritt wie bei Entfernung beider Kotyledonen, jedoch liegt 
die Mitosehaufigkeit hier um einen geringen Prozentsatz héher (s. Abb. 1). 
Der anfangliche Aufstieg und der darauffolgende Abfall gehen einander 
in beiden Versuchen véllig parallel. z= 0,7377 fiir 0,1%. Die Differenz 
betragt 1,1054, P< 0,01. Ebenso hat auch die Phasenverteilung keine 
typischen Unterschiede aufzuweisen gegeniiber der 
Stadienverteilung in den Wurzelspitzen derjenigen 

G Pflauizen, denen beide Kotyledonen entfernt worden 
waren. Fir die Prophase ergibt sich zunachst ein 

Anstieg von 62,20 auf 66,20%, der jedoch nicht 
bestehen bleibt. Von 4 Stunden ab verringert sich 

ihre Zahl, um bei 12 Stunden 47,40% zu betragen. 

Die Metaphasen nehmen von 4 Stunden ab fort- 

\ laufend zu und erreichen nach 12 Stunden einen 
Wert von 32,80%. Die anaphasischen Stadien zeigen 

Abb.3. Vicia faba. Entfer- ur anfanglich eine zahlenmafige Abnahme, wo- 


ach 12, Stunden. Phe gegen die Telophasen mit 14,20% nach 8 Stunden 





Met: hromosomen bei Vermehrt auftreten. Nach statistischer Prifung sind 
Hyperchromasie. Vergr.1200- diese Verinderungen in der Stadienverteilung ge- 
mal. sichert (Phom < 0,01). 


Fir den Nukleinsaure-Stotfwechsel ergeben sich keinerlei Abweichungen 
gegeniiber der Entfernung beider Kotyledonen. Nach 2 Stunden liegt noch 
die gleiche normale Kernfarbung, Grana-, Chromozentren-, Nucleolus- und 
Chromosomengré8e vor, wie sie auch bei der Kontrolle beobachtet wird. 
Von diesem Zeitpunkt ab wird die Farbung bis zur Fixierung bei 12 Stunden 
immer intensiver, um dann die starke Uberfairbung bis zur Wiederholung der 
Pflanzen nach 8 Tagen beizubehalten. In enger Verbindung damit steht die 
fortschreitende Kontraktion der Chromosomen (s. Abb. 3) die Vergréberung 
der Granulation sowie der heterochromatischen Chromozentren. Es kann 
schlieBlich kein Unterschied zwischen Eu- und Heterochromatin mehr fest- 
gestellt werden. Auch treten die Nucleoli dunkler und in verminderter Gréfe 
hervor. Sie werden friither aufgelést, im Ubergang zur Metaphase kénnen 
sie nicht mehr beobachtet werden. 

Die Zunahme der Mitoseanomalien ist auch hier nach 8 Stunden betracht- 
lich geworden. Es bleiben waihrend der Anaphase Chromosomen im Aquator 
liegen, es treten Verklumpungen der Metaphase und Pyknosen auf. Daneben 
finden sich eine groBe Anzahl tiberalterter Prophasen. Es kommen hierbei 
jedoch niemals deformierte Kerne vor, wie sie haufig in Wurzelspitzen aus 
Mangellésung vorgefunden werden. Mit der Abnahme der Mitosen nach 
12 Stunden gehen auch die pathologischen Abweichungen wieder zuriick, 
nachdem zu diesem Zeitpunkt vorwiegend Stérungen der Anaphase beob- 
achtet worden waren. 

Auch bei Entfernung eines Kotyledons setzt nach 8 Tagen eine Regeneration 
ein. Es konnten zwar zu den verschiedenen Fixierungszeiten jeweils einige 
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Wurzelspitzen mehr ausgewertet werden als beim vorigen Versuch, aber die 
Erholung ist auch hier keine vollstaéndige. Die Teilungshaufigkeit bleibt im 
ganzen gesehen statistisch gesichert mit 10,60% + 0,40 gegeniiber der Kon- 
trolle mit 13,00 + 0,43 zuriick. 

Die Stadien verteilen sich nach der Wiederholung in normaler Weise. Die 
Verhaltnisse innerhalb des Kernes, die mit dem Nucleinsiurestoffwechsel in 
Zusammenhang stehen, sind dagegen nicht véllig zum normalen Zustand 
zurickgekehrt. Sowohl Farbung als auch Granulation und heterochromatische 
Chromozentren sind etwas ausgeprigter geblieben. Auch die Nucleoli be- 
halten eine dunklere Farbung bei. Chromosomenlinge, GréBe der Nucleoli 
und der Unterschied zwischen Eu- und Heterochromatin stimmen dagegen 
mit der Kontrolle iberein. 


AbschlieBend ist festzustellen, daB auch die Entfernung nur eines der 
beiden Kotyledonen einen tiefgehenden Eingriff in das Lebensgeschehen 
der Pflanze darstellt. Dies pragt sich so stark am Kernteilungsablauf 
der Wurzelspitzen aus, daB das Wachstum auf langere Zeit hinaus 
gehemmt wird und auch nach Wiederholung keine véllig normalen Ver- 
haltnisse eintreten. 

2. Hauptversuche. 


a) K-Mangel. 
I. 
Versuchsbeginn 24. April. 


Bei der Besprechung der Hauptversuche soll an erster Stelle das Ver- 
halten der Wurzelspitzen beleuchtet werden, die in Nahrlosung ohne 
Kalium verbracht worden waren. Es wurde besonderer Wert darauf 
gelegt, die Wirkung gerade dieses Elements auf den Kernteilungsablauf 
sorgfaltig zu untersuchen. Der erste Versuch wurde April bis Mai durch- 
gefiihrt, seine Wiederholung geschah vom 9. September ab. Daneben 
wurden Riicksetzungsversuche angestellt und die K-Mangelwirkung nach 
Entfernung der Kotyledonen beobachtet. 


Bei Entziehung des Kaliums aus der Nahrlésung und Belassung der 
Kotyledonen wurde ein ganz charakteristisches Absinken der Kernteilungs- 
haufigkeit festgestellt (s. Abb. 4). Die Mitosen, die bei Versuchsbeginn 
10,54% betragen hatten, verringern sich nach zweistiindlich erfolgten Fixie- 
rungen um fast gleichmaBige Betrage. Nach 18 Stunden sind nur noch 1,95% 
der Kerne in Teilung. Eine weitere Verminderung ihrer Zahl wird nach 
24 Stunden gefunden, die sich nach 2 Tagen wieder etwas ausgleicht. Das 
schrittweise Absinken der Mitosehaufigkeit kann durch die Varianzanalyse 
gesichert werden. z = 0,3702 fiir 5%, 0,5189 fiir 1%. Die Differenz betragt 
0,38028. 

In der Haufigkeit der einzelnen Kernphasen sind die starksten Abweichun- 
gen zwischen 4 und 12 Stunden zu beobachten. Die Prophasen steigen 
zusammen mit der Kontrolle zunachst etwas an auf 66,03%, sinken dann 
nach 6 Stunden stark ab und erreichen nach 8 Stunden 35,88%. Die Ver- 
ringerung der Prophasen halt jedoch nicht an, nach 12 Stunden wird die 
normale Verteilung wieder hergestellt. Nach 18 Stunden folgt nochmals 
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ein voribergehendes Absinken auf 47,60%. Dann tritt, von 24 Stunden ab, 
keine Veranderung mehr ein. 
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Abb. 4. Vicia faba. Kernteil hiufigkeiten bei K-Mangel I und II, Ca-, PO,-, Fe-, Mg-, NO;-, 
' SO,-Mangel. 


Ein entgegengesetztes Verhalten zeigt die Metaphase. Nach einem leichten 
Abfall steigt die Zahl betrachtlich an. Sie erreicht nach 8 Stunden 46,41% 
und sinkt dann wieder, um nach 12 Stunden 24,20% zu betragen. Ein zweiter 
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Anstieg ist nach 18 Stunden auf 37,40% gegeben, der nach 48 Stunden wieder 
ausgeglichen ist. Phom < 0,01. 















































Abb. 5. Vicia faba. Stadienverteilung bei K-Mangel I und IT. 


Fir die Ana- und die Telophase sind keine tiefgehenden Verainderungen 
zu verzeichnen. Die Anaphasen zeigen nach 18 Stunden einen leichten Ab- 
stieg, die Telophasen von 6—10 Stunden eine geringe Erhéhung (s. Abb. 5). 
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Tabelle 2. Breitenmafeinheiten. 
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Tabelle 1. Chromosomenmessungen der Wurzelspitzenmitosen. 
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Im Farbeverhalten wurde eine 
der Teilungshiufigkeit parallel- 
gehendeschrittweise Uberfarbung 
beobachtet. Nach 18 Stunden ist 
der H6éhepunkt erreicht, die 
Uberfirbung hat sich so weit 
gesteigert, daB Kernstrukturen 
kaum mehr unterschieden werden 
kénnen. Auch tritt das Plasma 
dunkel in Erscheinung. Damit 
verbunden ist die zunehmende 
Vergréberung der Granulation 
und der heterochromatischen 
Chromozentren, die auBerdem 
vermehrt vorgefunden werden. 
Eu- und Heterochromatin k6nnen 
schon bald nicht mehr erkannt 
werden. Die Chromosomen sind 
als dunkel gefarbte Einheiten 
sichtbar, die sich immer starker 
kontrahieren. Zum _ Vergleich 
wurden bis einschlieBlich 8 Stun- 
den jeweils 10 Metaphasen aus 
Versuch und Kontrolle gezeich- 
net, weiter fiir 18,48 Stunden 
und 14 Tage. Bei 6 Stunden und 
bei 18 Stunden wurden die Chro- 
mosomenmaBe genau ausgemes- 
sen (vgl. Tabelle 1 und 2). Es 
ergab sich dabei eine stufenweise 
fortschreitende Verkiirzung der 
Chromosomen, die nach 6 Stun- 
den die.MaBeinheit 63,69 + 2,22 
erreicht, gegeniiber der Kontrolle 
von~ 87,20 + 3,12 (P < 0,01). 
Die Chromosomenbreiten sind 
dagegen noch unbeeinfluBt. Ihre 
Messung erbrachte fiir den Ver- 
such 14,41 + 0,35, fiir die Kon- 
trolle 13,84 + 0,32 (P = 0,52 
bis 0,53). Nach 18 Stunden 
ist die Kontraktion maximal. 
Die Chromosomenlangen ergeben 
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45,75 + 1,29 gegeniiber der Kontrolle von 84,04 + 3,21. Es liegt also 
eine Verkiirzung beinahe um die Hilfte der Normallinge vor (P < 
< 0,01). Daneben sind die Chromosomen nun auch dicker geworden, 
14,59 + 0,51 fiir den Versuch stehen den KontrollmaBen von 12,51 + 0,27 
statistisch gesichert gegeniiber. Von 18 Stunden ab entspiralisieren sich 
die Chromosomen wieder etwas, auch die Uberfirbung geht zuriick und 
die Nucleoli werden vergréBert, nachdem sie bis 18 Stunden immer 
kleiner geworden waren. 


Pathologische Zellen werden 
schon nach 2 Stunden vermehrt 
aufgefunden; unter anderem wurde 
ein chromatidaler Bruch des m- 
Chromosoms' beobachtet. Nach 
4 Stunden kommen zu den iiblichen 
Stérungen Drehungen der Spindel- 
achse um 90°. Anaphasestérungen 
wie das Unterbleiben der Spindel- 
bildung, Chromosomenverspren- 
gungen, Fragmente und Briicken 
nehmen nach 6 Stunden zu, um 
nach 8 Stunden eine fast allgemeine 
Erscheinung zu werden. Sehr viele 
Anaphasen weisen Briicken auf, oft 
2 bis 6 in einem Stadium. Auch 
multipolare Spindeln werden ge- 
funden und Stérungen des Aus- 
einanderweichens der Chromatiden. 
Uberalterte Prophasen sind hier wie 
iiberall wahrend des Mitoseabsin- 
kens sehr haufig. Der hohe Prozent- 


satz der Metaphase wird zum gréB- Bei tite «x ea din 13 
ten Teil aus frihesten Metaphasen 5545 Kontrolipflay pete geechAaigt Manoel. 
bestritten, die sich aus der ver-  pfianze mit neuer Wurzelbildung am Ende der 
zogerten Auflésung der Kernmem- dekapitierten Hauptwurzel. 

bran ergeben. Nach 10 Stunden 

bietet sich ein anderes Bild. Die Anaphasestérungen treten zuriick, es 
herrschen nun Stérungen der Zellwandbildung vor. Daraus resultieren un- 
vollstindige Zellwinde und zweikernige Zellen. Die Ruhekerne beginnen 
zackig, gelappt und ausgefurcht zu werden. Von 12 Stunden ab gehen die 
Anomalien wieder zuriick. Es werden nun vorwiegend amdéboide Kerne, 
Chromatinaustritt und Karyolyse beobachtet. 

AuBerlich gesehen waren die Wurzeln bei Versuchsbeginn schneeweiS 
gewesen. Von 6 Stunden ab fingen sie an grau zu werden, an der Spitze 
trat hinter der meristematischen Zone ein schwarzer Ring auf und nach 
48 Stunden hatten die Wurzeln ein véllig schwarzes Aussehen bekommen. 
Die oberirdischen Teile waren dagegen grim geblieben und zeigten keinerlei 
Schadigungen. 

Vom 8. Tage an spro&ten am unteren Ende der Hauptwurzel neue schnee- 
weiBe Seitenwurzeln hervor, die am 14. Tage fixiert wurden und eine normale 
Teilungsfrequenz aufwiesen (s. Abb. 6). Mit P < 0,01 ist die Wiederholung 
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statistisch gesichert. Die Teilungshaufigkeit wird bis 21 Tage in derselben 
Hohe beibehalten, wie bei der Kontrolle (P = 0,58). Auch in Stadienverteilung 
und Farbeverhalten ist kein Unterschied zu verzeichnen. An Anomalien 
sind sowohl in Versuch wie in Kontrolle Briiche der m-Chromosomen bei 
intakter Matrix und vermehrtes Auftreten des relational coiling aufgefunden 
worden. 


Zusammenfassend ist fiir den K-Mangelversuch im Friihjahr fest- 
zustellen, daB der Abfall der Teilungshaufigkeit bis 48 Stunden statistisch 
nicht gesichert ist. Ebenso lit sich iiber die Veranderungen in der 
Stadienverteilung nichts Definitives aussagen, da auch in der Kontrolle 
kleinere gesicherte Schwankungen auftreten. Da das Wiederholen nach 
8 Tagen vollstandig und bleibend ist, kann die Schadigung bei K-Entzug 
nicht sicher behauptet werden. Um Klarheit dariiber zu erhalten, wurde 
ein neuer Versuch angestellt. 


II. 
Versuchsbeginn 9. September. 

Die Kernteilungshaufigkeit vermindert sich nach 4 Stunden auf 8,70%. 
Der Abfall wird jedoch schon nach 6 Stunden abgebrochen und macht einem 
vélligen Wiederholen Platz. Die Mitosenprozentzahl von tiber 11% erhalt 
sich, auB8er einer geringen Schwankung, von 10 Stunden ab durch die ganze 
Dauer des Versuchs (s. Abb. 4). Das kurze Absinken der Mitosen ist statistisch 
nicht gesichert. Bi. 1,47108, Zw. 0,83811; ebenso die geringen Veranderungen 
der Stadienverteilung nach 4 und nach 8 Stunden, Phom = 0,30—0,50 
(s. Abb. 4). 


Die Ruhekerne sind nach 4 und 6 Stunden intensiver gefarbt. Granu- 
lation und heterochromatische Chromozentren treten starker zutage. Die 
Chromosomen verkiirzen sich und sind einheitlich dunkel gefarbt. Die 
kleiner ausgebildeten Nucleoli werden schon in der spaiten Prophase 
aufgelést und kénnen erst in der mittleren T, wieder beobachtet werden. 
Von 8 Stunden ab wird ein Riickgang dieser ganzen Erscheinung zum 
Normalen hin angestrebt, der jedoch sehr langsam vor sich geht. Erst 
nach 6 Tagen ist die normale Farbung, Chromosomenlinge, Grana-, 
Chromozentren- und NucleolusgréBe wieder hergestellt. Dadurch wird 
ein gewisser Schadigungsgrad des Kernteilungsablaufs trotz der Wieder- 
holung der Teilungsfrequenz dokumentiert. 


Die Anomalien vermehren sich unbedeutend. Nach 4 und 6 Stunden 
sind M-Fragmente, A-Stérungen, Uberdehnung der SAT-Zone und nach 
8 Stunden helle Segmente im M-Chromosom der friihen Metaphase beob- 
achtet worden. 


Fir die beiden K-Mangelversuche ist abschlieBend zu sagen, daB die 
beim 1. Versuch beobachteten aber nicht geniigend gesicherten Ver- 
anderungen des Kernteilungsablaufes sich im 2. Versuch nicht bestatigen 
lieBen, also zufallige Abweichungen darstellen. 
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b) Mg-Mangel. 

Fiir diese ganze Versuchsreihe ist ein itiberaus konstantes und iiber- 
einstimmendes Verhalten der ganzen Kernteilungsvorginge bemerkens- 
wert. 

Die Zahl der Mitosen nimmt bis zu der 3. Fixierung nach 6 Stunden nur 
um einen geringen Betrag, namlich 1,95% ab. Es folgt nach Unterschreitung 
der 7%-Grenze ein rascher Abfall auf 4,65% nach 10 Stunden, und in der 
folgenden Fixierung ein weiteres Absinken auf 3.30%. Dieser niedere Prozent- 
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Abb. 7. Vicia faba. Stadienverteilung bei Mg-Mangel. 


satz wird in den weiteren Fixierungen festgehalten. Es tritt also keine Ver- 
anderung der Teilungsfrequenz mehr ein, bis sich vom 8. Tage ab auch in 
diesem Versuch neue Seitenwurzeln zu bilden beginnen (s. Abb. 4). Fiir die 
statistische Sicherung ist z = 0,5189 bei 1%, 0,6760 bei 0,1%. Die Differenz 
betragt z= 0,53451. P = 1%—0,1%. 

Die Kernteilungshaufigkeit ist nach 10 Tagen wieder véllig normal mit 
9,80% Mitosen und wird bis 36 Tage, also bis zum Ende der Versuchsreihe 
aufrecht erhalten. Als Mittelwert stehen 11,0% + 0,36 dem Kontrollwert 
von 11,8% + 0,36 gegeniiber. P = 0,11—0,12. Damit ist ausgedriickt, 
daB sich die Teilungsfrequenz dieser neu gebildeten Seitenwurzeln in nichts 
von derjenigen der Kontrollpflanzen unterscheidet. 

Das Stadienverhaltnis hat sich aufer einer geringen Schwankung bis zu . 
6 Stunden nicht wesentlich verandert, P = 60,40%, M = 22,20%, A = 8,80%, 
T = 8,60%. Von diesem Zeitpunkt an tritt nun eine Verschiebung der ganzen 
Phasenverteilung ein, die alle Kernstadien in der Haufigkeit ihres Vorkommens 
erfaBt. Der Prophasenanteil wird nach 10 Stunden auf 45,60% herabgesetzt, 
demgema8 vermehrt sich der Anteil der Metaphasen erheblich auf 27,60%. 
Spater liegt der Metaphasenwert im allgemeinen zwischen 30,00% und 37,40% 
{s. Abb. 7).. Die Anaphasen werden nur voriibergehend haufiger; dagegen 
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finden sich die Telophasen in ihrem Vorkommen vermehrt. Fir 10 Stunden 
ist der Anaphasenprozentsatz 11,40 und derjenige der Telophasen 15,40. Es 
ist nun bemerkenswert, daB sich die beschriebene Verteilung der einzelnen 
Stadien durch 7 Fixierungen hindurch erhalt und sich erst nach 10 Tagen 
parallel zur neu auftretenden hohen Teilungsfrequenz wieder normal gestaltet. 
Mit Phom < 0,01 ist dieses Verhalten als gesichert anzusehen. Von 10 bis 
36 Tagen sind keine Veranderungen mehr zu verzeichnen. 


Die Farbung der Ruhekerne ist nach 2 Stunden als schwach zu be- 
zeichnen. Ebenso ist die Granulation wenig ausgepragt und die hetero- 
chromatischen Chromozentren sind seltener und in geringerer GréBe zu 
beobachten. Eu- und Heterochromatin heben sich auf den entspirali- 
sierten, schwach gefirbten Chromosomen voneinander ab. Die Nucleoli 
werden gréBer vorgefunden, ihre Auflésung erfolgt verzégert und das 
Wiedererscheinen geschieht schon am Ende der Telophase I. Nach 4 
und 6 Stunden wird die anfanglich nicht so sehr ins Gewicht fallende 
Hypochromasie der Zellkerne gesteigert. Die Chromosomen werden noch 
linger, ebenso wird die NucleoligréBe noch auffallender. Granulation 
und heterochromatische Chromozentren sind ganz schwach ausgebildet. 
— Nach 10 Stunden tritt nun plétzlich eine Wendung ein; die Stérung 
des Eintritts in die Mitose driickt sich in einer starken Uberladung der 
Ruhekerne mit Desoxyribosenucleinsiure aus. Die Metaphasechromo- 
somen haben sich rasch kontrahiert, so ist kein Unterschied zwischen 
Eu- und Heterochromatin mehr zu erkennen. Granulation und hetero- 
chromatische Chromozentren sind stark und auffallend gefirbt. Die 
kleinen Nucleoli weisen Zahlschwankungen bis zu 4 pro Ruhekern auf 
und treten erst in der mittleren Telophase II wieder in Erscheinung. 
Die starke Uberfarbung halt von 10 Stunden ab an. Alle spiteren 
Fixierungen weisen dasselbe Verhalten auf, nur tritt in der Folgezeit 
noch eine Schadigung des Plasmas hinzu. Es beginnt sich mit zu farben, 
so daB8 das Bild sich noch dunkler gestaltet. Auch nach Erholung der 
Pflanzen von 10 bis 36 Tagen ist der vollig normale Zustand der Ruhe- 
kerne nicht wieder hergestellt. Sowohl Farbung, als auch Granulation 
und heterochromatische Chromozentren bieiben ausgepragter erhalten. 
Dagegen liegt wieder eine normale Chromosomengro8e vor. 

Mit dem bisher Ausgefiihrten steht in Einklang, daf sich eine Erhéhung 
der Anomalienanzahl erst nach 10 Stunden ergibt. Es treten nun neben 
anderem vorwiegend gelappte und gefurchte Kerne auf. Auch nimmt das 
relational coiling zu und die Karyolyse der Ruhekerne beginnt um sich zu 
greifen. Obwohl die Haufigkeit dieser pathologischen Erscheinungen wieder 
zuriickgeht, bleibt die Bildung von gefurchten Ruhekernen und auch die 
Karyolyse bei allen weiteren Fixierungen erhalten. Von 10 Tagen ab andert 
sich das Bild, die Anomalien sind in Ausbildung und Anzahl der Kontrolle 

leich. 
y Dem Versuchsprotokoll kann entnommen werden, da8 dem Erscheinungs- 
bild nach keine tiefergehenden Schadigungen vermutet wurden. Die anfang- 
lich weifen, gesund aussehenden Wurzeln sind nach dem 1. Tag ganz leicht 
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grau geworden, dagegen sind die Wurzelspitzen wei8 geblieben. Auch die 
Sprosse sehen tiefgriin und stark aus. Fir die Wurzeln ist am 3. Tage kein 
sichtbares Wachstum verzeichnet worden. Die neve Seitenwurzelbildung 
am unteren Ende der Hauptwurzel wurde vom 8. Tage an beobachtet, und 
am 10. Tage konnten sie fixiert werden. 


Fir das Fehlen von Mg in der Nahrlésung kann zusammengefaBt 
werden, daB sowohl die Verainderungen der Stadienverteilung als auch 
die Vorgange im Zellkern auf Grund des Nucleinsdurestoffwechsels mit 
dem Verhalten der Kernteilungshaufigkeit in Einklang stehen. Nach 
der Unterschreitung der 7%-Grenze der Teilungsfrequenz ist nach 
10 Stunden ein tiefer Einschnitt in das Zellgeschehen gegeben, der fiir 
alle Vorgiinge im Kern einen Wendepunkt bedeutet. Das Absinken der 
Teilungen in den Wurzelspitzen ist bei geringer Streuung nicht voll- 
standig erfolgt So ist auch die Wiedererholung von bleibender Dauer. 


c) Ca-Mangel. 
Versuchsbeginn 15. Juni. 


Die, Entfernung des Calciums aus der Nahrlésung ist fiir Vicia faba- 
Wurzeln von tiefgehender Bedeutung. Bei keinem der angestellten 
Versuche wurde eine so heftige Reaktion des Kernteilungsablaufes beob- 
achtet, wie gerade hier. 


Die Teilungshaufigkeit nimmt schon nach 2 Stunden von 10,05% auf 
7,50% ab. Der steilste Abfall ist dann nach 4 Stunden gegeben, es sind zu 
diesem Zeitpunkt nur noch 2,05% aller Kerne in Teilung begriffen. Nach 
6 Stunden bleibt der Zustand mit 2,95% noch unverandert, dann folgt nach 
8 Stunden eine weitere Verminderung der Mitosen auf 1,05%, bis schlieBlich 
nach 10 Stunden die Kernteilungen mit 0,30% praktisch zum Stillstand 
gekommen sind. Finf weitere Fixierungen bis zum 3. Versuchstage weisen 
denselben Zustand auf, 0,30% Teilungen werden nicht mehr iberschritten 
(s. Abb. 4). Durch die Schaidigung ist der Eintritt der Ruhekerne in die 
Mitose gehemmt, das Wachstum der Wurzelspitzen ist nur noch ganz un- 
bedeutend. Der Vergleich der Werte von 0 bis 72 Stunden mit Hilfe der 
Varianzanalyse ergibt fir den Abfall der Teilungshaufigkeit 2— 1,14811, 
P=. 0,01. 

In ebenso tiefgreifender Weise wird die Phasenverteilung von Ca-Entzug 
betroffen (s. Abb. 8). Bis zur 2. Stunde ergeben sich zundchst keine Ande- 
rungen. Die Prophasen nehmen 60,80% der Teilungsstadien ein, die Meta- 
phasen 20,80%. Anaphasen sind zu 7,60% vertreten und Telophasen zu 
10,80%. Zugleich mit dem raschen Abfall der Teilungsfrequenz nach 4 Stunden 
werden die Prophasen maximal vermindert. Mit 6,40% weisen sie die geringste 
Prophasenzahl auf, die wahrend aller hier angestellten Versuche beobachtet 
wurde. Demgegeniiber steigen die Metaphasen unverhaltnismaBig hoch an 
auf 53,00%; auch fiir sie gilt, daB ein so extremer Wert niemals wieder 
gefunden wurde. Die erhéhte Zahl der Anaphasen 19,60% und Telophasen 
21,00% zeigt, daB die schon eingeleiteten Mitosen unter allen Umstanden 
zu Ende gefiihrt werden. Neue Zellteilungen werden jedoch zu diesem Zeit- 
punkt kaum eingeleitet. Nach 6 Stunden hat sich das Bild geandert. Pro- 
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phasen sind wieder haufig, mit 52,80% vertreten. Die Metaphasen werden 
vermindert aufgefunden, sie weisen einen Prozentsatz von 26,40 auf. Die 
Anaphasehaufigkeit ist mit 7% normal geworden, doch zeigen die Telophasen 
noch eine geringe Erhéhung, namlich 13,80%. Schon bei der nachsten 
Auswertung nach 8 Stunden tritt ein Riickschlag dieser scheinbaren Erholung 
ein. Der Anteil der Prophasen belaiuft sich nur noch auf 26,60%, Meta- 
phasen sind zu 40,20%, also einem sehr hohen Prozenisatz, vorhanden, 
Anaphasen zeigen sich etwas erhéht mit 13,60%, dagegen haben die Telo- 
phasen wieder eine ziemliche Vermehrung erfahren. Ihre Auszahlung ergab 
19,60%. Spaterhin wurden nur noch so vereinzelt Mitosen aufgefunden, da 
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Abb. 8. Vicia faba. Stadienverteilung bei Ca-Mangel. 


sie keine bestimmte Aussage fiir die Phasenverteilung erlauben. Die Ver- 
anderungen in der Stadienverteilung bis zu 8 Stunden sind durch den 
Homogenitatstest mit P < 0,01 gesichert. 

Bei Auswertung der Wurzelspitzen, die nach 2 Stunden fixiert worden 
waren, wurde das Bild dunkler befunden als bei der Kontrolle, da sich 
die Ruhekerne starker angefiirbt hatten. Auch war die Granulation 
etwas gréber, desgleichen die heterochromatischen Chromozentren (siehe 
Abb. 9.1 Wohl waren die Chromosomen um einen geringen Betrag 
verkiirzt, doch konnten Eu- und Heterochromatin noch unterschieden 
werden. Die Nucleoli waren in Zweizahl vorhanden, einmal war .ihre 
Zahl auf 3 erhéht. Die GréBe ist noch nicht stark beeinfluBt, so ist auch 
die Auflésung und Wiederbildung der Nucleoli noch nicht wesentlich 


1 Auf dieser Abb. 9 wird die bei Hyperchromasie allgemein beobachtete 
Verringerung des Zellvolumens sichtbar. 
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verschoben. Anders ist es nach 4 Stunden. Neben einer starken Plasma- 
schidigung werden die Ruhekerne nun sehr stark hyperchromatisch, 
so da8 sich durch ihre Uberfarbung ein iiberaus dunkles Bild darbietet. 
Die Chromosomen spiralisieren sich auf, dadurch werden sie verkiirzt 
und bieten ein einheitliches Aussehen — Eu- und Heterochromatin sind 
nicht mehr unterscheidbar. Doch ist die Chromosomenkontraktion noch 
nicht sehr weitgehend. Die Granulation tritt so stark in Erscheinung, 
daB ihre Abgrenzung ge- 
genitiber den auch ver- 
stirkten heterochroma- 
tischen Chromozentren 
Schwierigkeiten bereitet. 
Die Nucleoli sind klein,. 
weiB ausgespart (s. Ab- 
bildung 9) und weisen 
Zahlschwankungen von 2 
bis zu 5 auf. Auch Mikro- 
nuclei kénnen festgestellt 
werden. Sie sind schon in 
der spaten Prophase nicht 
mehr sichtbar, ihre Wie- 
derbildung ist hinausge- 
zogert. Dieser Zustand 
der Ruhekerne wird auch 
nach 6 Stunden beibehal- 
ten. Fiir diesen Zeitpunkt 2 Stunden pr netl 
waren oe Abb. 9. Vicia faba. Ca-Mangel nach 2 und 4 Stunden und 
langen ausgemessen (siehe nach 10 Tagen. Vergleich der Zell- und NucleolusgréBen, sowie 
Tabelle 1 und 2). Sie erge- der Granulation bei sang starker Hyperchromasie. 
ergr. 1200mal. 
ben im Mittel die MaBein- 
heit 57,03 + 2,55 gegeniiber dem Kontrollwert von 83,57 + 3,18. Die Diffe- 
renz zwischen den beiden Chromosomenlangen ist gesichert mit P < 0,01. 
In der Breite unterscheiden sich die Chromosomen beider Versuche nicht, 
P = 0,02 bis 0,03. Die Ausmessung ergab fiir den Versuch als Einheit 
11,93 + 0,28, fiir die Kontrolle 11,05 + 0,27. Die maximale Uber- 
farbung halt an bis 18 Stunden, dann tritt eine Entspannung ein, so daB 
die Ruhekerne in ihren Strukturen wieder klar sichtbar werden und ihre 
Formverinderungen festgestellt werden kénnen. Die Kernumrisse sind 
eckig geworden. Der Beginn von Zell- und Kernauflésung setzt ein. 





Anomalien wurden nach 2 Stunden noch nicht gefunden, nach 4 Stunden 
treten sie aber in erhéhter Anzahl auf. Es werden dabei Abdrehung der 
Spindelachse in der friihen Telophase festgestellt, oftmals zweikernige Zellen 
und allgemein verbreitet gelappte und gezackte Ruhekerne. Oft bleiben 


Chromosoma, 3. Bd., Heft 6. 36 
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Chromosomenstiicke sichtbar, die nicht in den Ruhekern mit einbezogen 
wurden. Auch wird schon Karyolyse beobachtet und in 3 Fallen Pseudo- 
amitosen. Wichtig ist, daB keine iiberalterten Prophasen gefunden werden, 
der hohe Prozentsatz an Metaphasen wird zum gré6ten Teil aus Aquatorial- 
platten gebildet. Die vermehrten ganz friihen Metaphasen, wie sie in Be- 
gleitung der iiberalterten Prophasen auftreten, konnten nirgends festgestellt 
werden. Dasselbe gilt fiir die Fixierung nach 6 Stunden, allerdings mit dem 
Unterschied, da hier viele iiberalterte Prophasen auftreten, die aber nach 
8 Stunden nicht mehr vorhanden sind. Fir die beiden genannten Zeiten sind 
einzelne Pseudoamitosen beschrieben, Karyolyse, Chromatinaustritt und ver- 
einzelt zweikernige Zellen, einmal auch eine dreikernige Zelle. Gezackte und 
gelappte Ruhekerne werden besonders nach 6 Stunden gefunden, wie itiberhaupt 
der Anteil an pathologischen Abweichungen hier gréfer ist als bei 8 Stunden. 
Von 10 Stunden ab gehen die Anomalien wieder zuriick. Nach dem Riick- 
gang der Uberfarbung von 18 Stunden ab konnten die Ruhekerne sorgfiltig 
untersucht werden. Es wurden jedoch aufSer den oben erwahnten keine . 
pathologischen Formen aufgefunden, insbesondere die von SOMMER und 
SoROKIN (1929) als allgemein beschriebenen Pseudoamitosen konnten nicht 
bestatigt werden. 


Bei Versuchsbeginn waren alle Pflanzen kraftig und gesund. Sie wiesen 
schneeweiSe Wurzein auf, die schon am 1. Tage leicht grau ttberzogen waren. 
Ihre Spitzen sahen elfenbeinfarben aus. Schon am 2. Tage nach Versuchs- 
beginn waren die Wurzeln grau und glasig geworden. In den Folgetagen 
verstirkte sich dieser Eindruck noch, die Seitenwurzeln hingen ohne Halt 
an den Hauptwurzeln, die ihrerseits auch zu degenerieren begannen. An den 
oberirdischen Teilen der Pflanzen fingen die Blatter an nekrotisch zu werden, 
bestimmte Stengelabschnitte wurden schwarz und knickten an diesen Stellen 
ein. Die Verfirbung griff daraufhin um sich und die oberirdischen Teile 
starben langsam ab. Diejenigen Pflanzen, die noch einigermafBen gesunde 
Sprosse aufwiesen, fingen vom 8. Tage ab an, am unteren Ende der Haupt- 
wurzel neue Seitenwurzeln zu bilden, die am 10. Tage fixiert werden konnten. 
Diese hoben sich dick und wei gegeniiber den grauen, glasigen Primar- 
wurzeln ab, die sich nicht mehr erholt hatten. 


Die neugebildeten Seitenwurzeln weisen am 10. Tage mit 9,90% Mitosen 
ein normales Teilungswachstum auf, das jedoch nicht beibehalten werden 
kann. Am 17. Tage sinkt die Teilungsfrequenz auf 8,70% zuriick und am 
26. Tage befinden sich nur noch 1% der Kerne in Teilung. Die Wiedererholung 
ist also keine vollstindige, sondern bedeutet nur ein voriibergehendes Aut- 
flammen der Lebensfahigkeit. Nach 36 Tagen werden bei den noch lebenden 
Wurzelspitzen 2,80% Teilungen gefunden. Ein geringes Wachstum ist also 
bis zum Absterben zu verzeichnen. Das erneute Absinken der Kernteilungs- 
haufigkeit kann mit P< 0,01 als gesichert gelten. 


In der Phasenverteilung ist zunachst ein normales Verhalten vorhanden: 
P 56,80%; M 22.40%; A 8.40%; 7 12,40%. Bei der nachsten Fixierung 
nach 17 Tagen sinken die Prophasen dann etwas ab auf 54,20%, um nach 
26 Tagen auf 66,40% anzusteigen. Diese Héhe kann nicht gehalten werden. 
Am Ende des Versuches entfallen nur noch 43,60% der Mitosen auf die Pro- 
phase; die Metaphasen, die bisher einen normalen Prozentsatz aufwiesen, 
sind dagegen auf 27,60% erhéht. Die Anaphasen sinken nach 26 Tagen 
um einen geringen Betrag ab, steigen nach 36 Tagen jedoch wieder an von 
6,40% auf 13,00%. Ein ahnliches Verhalten zeigen die Telophasen. Nach 
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17 Tagen wird ihre Zahl auf 16,60% erhéht,. was sich bei der nachsten 
Fixierung wieder aufhebt und nach 36 Tagen mit 15,80% neu bestitigt. 


Das Farbeverhalten der Ruhekerne nach 10 Tagen kann weitgehend 
als normal bezeichnet werden, wenn auch noch etwas intensiver. Ebenso 
treten die Grana und heterochromatischen Chromozentren deutlicher in 
Erscheinung (s. Abb. 9). Die Chromosomen sind kaum langer als normal, 
Eu- und Heterochromatin heben sich darauf ab. Die Nucleoli sind bei 
meist normaler GréBe in der spaéten Prophase noch erhalten bis in die 
friiheste Metaphase hinein. Nach 17 Stunden ist dieses Bild nicht wesent- 
lich verandert. Die Farbung ist staérker und die Chromosomen verkiirzen 
sich. Die anderen Merkmale schlieBen sich dem Gesagten an. Eu- und 
Heterochromatin sinc auf den spiralisierten Chromosomen nicht mehr 
gut unterscheidbar, die Nucleoli werden kleiner, sind in Zwei- bis Dreizahl 
vorhanden und lésen sich: friiher auf. Die Wiederbildung. erfolgt ver- 
zogert. Von nun an Andern sich diese Gegebenheiten nicht mehr. Es 
ist nur bemerkenswert, daB am 36. Tag in ein und derselben Wurzelspitze 
ein Teil der Ruhekerne ein normales Verhalten zeigt, ein anderer Teil 
den soeben geschilderten Zustand aufweist. 


An pathologischen Formen wurde bis zu 26 Tagen nur eine 7.-Stérung 
und Erhéhung des relational coiling gefunden. Von diesem Zeitpunkt an 
vermehrt sich die Zahl der anomalen Kerne durch Befall einzelner Wurzel- 
spitzen von Mikroorganismen. Es gibt nun Partien, in denen die Zellwande 
aufgelést sind und Pseudoamitosen gebildet werden. 


Fiir den Ca-Mangelversuch kann also festgehalten werden, daB durch 
den Entzug dieses Elementes der Kernteilungsablauf tiefgehend ge- 
schadigt ist. Das Wurzelwachstum wird véllig unterbunden, wobei aber 
der Zeitpunkt, in welchem das Absinken des Teilungswachstums vor sich 
geht, nicht absolut festgelegt sein mu8. Der oben beschriebene Versuch 
wurde im Sommer, am 15. Juni, angefangen. Ein gleicher Vorversuch 
war am 19. September des vorhergehenden Jahres begonnen worden. 


Die Fixierung vom 2. Tage wurde ausgewertet und ergab folgenden 
Befund. Die Versuchspflanzen weisen in ihren Wurzelspitzen noch 2,77% 
Teilungen auf. Auch ist die Verteilung der einzelnen Mitosephasen annahernd 
normal befunden worden: 53,00% Prophasen stehen 21,31% Metaphasen, 
10,08% Anaphasen und 15,61% Telophasen gegeniiber. Dieses Resultat 
wurde durch Auszihlen von tiber 45000 Zellen erhalten. Demgema8 konnte 
auch ein Vielfaches an Anomalien festgestellt werden: Verklumpte Meta- 
phasen, M- und A-Fragmente, 7T- und A-Briicken wurden 6fters gefunden, 
sehr oft zweikernige Zellen. Nicht nur wie es sonst der Fall ist, im Ruhe- 
zustand, sondern auch im Stadium der Mitose. Zerkliftung und nicht ein- 
gezogene Chromosomen sind charakteristisch fiir die Umrisse der Ruhekerne. 
Seltener sind Verklebungen, wobei auch Chromatidverklebung gefunden 
wurde, Chromosomenversprengungen und Steigerung des relational coiling. 
Uberalterte Prophasen liegen gelegentlich vor; Pseudoamitosen konnten 
einige Male beobachtet werden, sie kamen jedoch auch in der Kontrolle 
vor, wenn eine Wurzelspitze von Mikroorganismen befallen war. Die Kerne 

36* 








532 ‘Hanneliese Fink: 


sind stark hyperchromatisch, die Nucleoli klein und die heterochromatischen 
Zentren grob, was auch von der Granulation gilt. 


Nach 4 Tagen waren nur noch einige Mitosen zu finden, nach 5 Tagen 
war auch in diesem Versuch das Wachstum der Wurzelspitzen erloschen. 
Das Absinken der Kernteilungshaufigkeit geschieht beim Herbstversuch 
also in einem langeren Zeitabschnitt. Hier wie in dem Versuch vom 
Sommer findet ein voriibergehendes Wiederaufleben der Zellteilungen 
statt vom 8. Tage an, das dann endgiiltig ausklingt. Bei Ca-Mangel kann 
das Wurzelwachstum nicht aufrechterhalten werden. 


d) Fe-Mangel. 


Das Verhalten der Wurzeln, die in Nahrlésung ohne Eisenzugabe ver- 
bracht worden waren, weicht von dem in anderen Mangelversuchen 
beobachteten wesentlich ab. Die Schadigung des Mitoseverhaltens 
innerhalb der Wurzelspitzen ist hierbei von nur ganz untergeordneter 
Bedeutung. 


Fir die Kernteilungshaufigkeit besteht sie lediglich in emem Abfall der 
Mitosen von 10,05% auf 7,30%, 2 Stunden nach Beginn des Versuchs. Bei 
der folgenden Fixierung, also nach 4 Stunden ist die Teilungsfrequenz mit 
10,10% schon wieder véllig normal (s. Abb. 4). Bis 24 Stunden wird dieser 
Prozentsatz ungefahr beibehalten, 10,85% zu diesem Zeitpunkt ist der héchste 
Wert dieser Auszihlungen. Dann folgt nach 48 Stunden eine kleine Unregel- 
maBigkeit; die Zahl der Kerne, die sich in Teilung befinden, steigt bis 12,05% 
an und vermindert sich nach 4 Tagen auf 9,75%. Die Kernteilungshaufig- 
keit von 11,65% ist jedoch schon nach 6 Tagen wiedergewonnen und wird 
aufBer einer nochmaligen kleinen Senkung wahrend des ganzen Versuchs 
aufrechterhalten. Nach 36 Tagen werden sogar 12,25% Mitosen gezahlt. 
Die kleine Schwankung zwischen 48 Stunden und 6 Tagen wird von einer 
ebensolchen, allerdings geringeren UnregelmaBigkeit in der Kontrolle be- 
gleitet: Die Kernteilungen sinken nach 4 Tagen von 10,95% auf 9,55% ab 
und steigen nach 6 Tagen wieder auf 9,90% an. An Hand der Vatianzanalyse 
erwiesen sich diese Veranderungen der Teilungshaufigkeit als statistisch un- 
bedeutend, Bi. 1,51794 — Zw. 1,07428. 

Dieses Ergebnis tiber das Verhalten der Wurzeln in Fe-Mangellésung 
kann durch das Protokoll unterstiitzt werden. Zu Versuchsbeginn waren die 
Pflanzen kraftig, mit tiefgrinen Blattern und weifen Wurzeln. Am 1. Tage 
war dies Bild noch unverandert, am 2. und 3. Tage trat neue Seitenwurzel- 
bildung ein; was waihrend der iibrigen Mangelversuche in keinem Fall beob- 
achtet wurde. Und zwar hielt das Wachstum die ganze Versuchsdauer hin- 
durch an, selbst Seitenwurzeln 2. Ordnung wurden gebildet. 

Auch in der Verteilung der Mitosephasen sind im wesentlichen nur kleinere 
Verschiebungen vorhanden (s. Abb. 10), die jedoch ausreichen, um durch den 
Homogenitatstest mit P < 0,01 gesichert zu werden. Fir die Prophase ist 
nach 2 Stunden eine Verringerung von 59,60% auf 53,00% zu bemerken, 
die sich nach 4 Stunden rit 56,80% auszugleichen beginnt und nach 6 Stunden 
wieder ganz behoben ist. Es tritt zu diesem Zeitpunkt sogar eine Erhéhung 
der Prophasenanzahl auf 65,20% und nach 12 Stunden auf 67,20% ein. 
Dann ist ihre Verteilung wahrend aller folgenden Fixierungen wieder normal, 
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bis von 26 Tagen an eine ebensolche leichte Erhéhung einsetzt. Die Meta- 
phase weist ein gleichmaBiges Verhalten auf. Doch wird auch sie von der 
Schadigung nach 2 Stunden ergriffen und wird auf 16,80% vermindert. Bei 
der nachsten Auszahlung sind jedoch schon wieder 20,80% Metaphasen vor- 
handen. Eine zweite Reduktion ihrer Anzahl ist nach 26 Tagen auf 15,60% 
gegeben. Noch weniger ist die Anaphase betroffen, hier ist nur nach 2 Stunden 
eine Steigerung von 9,80% auf 12,60% gegeben. Dagegen zeigt die Telophase 
ein sehr unregelmaBiges Verhalten. Die Verschiebung nach 2 Stunden, die 
alle Stadien ergreift, macht sich hier am ausdriicklichsten bemerkbar. Die 
Anzahl der Telophasen steigt von 10,60% auf 17,60% und ibertrifft damit 








SOF 
37 
8 
SI 
ME gh te a i ss src buGaicictcngh Yoat: pe my off 
en ee 











a Ce rl 4 1 1 1 a 1 1 1 a 1 Ee. 1 i 
722% 6 8 1 10% 617% 0 wth 6 30 3 3 Jélage 
Abb. 10. Vicia faba. Stadienverteilung bei Fe-Mangel. 


selbst die Prozentzahl der Metaphasen. Nach 4 Stunden schon kann diese 
Ansammlung der Telophasen nicht mehr gehalten werden, sie gehen auf 
13,20% zuriick, weiter auf 9,60% nach 6 Stunden und erreichen nach 12 Stunden 
einen Mindestwert von 5,60%. Schon die nachste Auswertung nach 24 Stunden 
zeigt wieder ein rasches Aufsteigen auf 11,80%. Die normale Verteilung, 
die nach 48 Stunden mit 8,60% vorliegt, wird nun die ganze Zeitspanne 
hindurch bis 17 Tage im groBen und ganzen bewahrt, bis nach 17 Tagen 
wieder ein voriibergehendes Ansteigen auf 12,60% einsetzt. Nach 36 Tagen 
sind nur noch 7,40% der Mitosen Telophasen. 

Auch im Firbeverhalten ist die 2-Stunden-Fixierung am deutlichsten 
hervortretend. Dem Absinken der Kernteilungshaufigkeit und der 
Verschiebung der Stadienverteilung geht eine Unterfairbung der Ruhe- 
kerne parallel, die zugleich ein Schwacherwerden der Granulation und 
der heterochromatischen Chromozentren bedingt.. Eu- und Hetero- 
chromatin sind auf den etwas verlingerten Chromosomen in der Pro- 
phase und spiten Telophase gut voneinander abgesetzt. Die Nucleoli 
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treten vergréBert in Erscheinung, sie werden schon gegen Ende der 7, 
wieder sichtbar. Nach 4 Stunden macht die Unterfairbung der Ruhe- 
kerne einer leichten Uberfarbung Platz. Die Nucleoli sind nun kleiner 
geworden und ihr Wiederauftreten geschieht in der Mitte der T,. Die 
Granulation und die heterochromatischen Chromozentren sind weitaus 
deutlicher sichtbar als zuvor. Die Chromosomen haben sich kontrahiert 
und Ev- und Heterochromatin sind nicht mehr ohne weiteres zu unter- 
scheiden. Dasselbe wird fiir 6 Stunden festgestellt, worauf aber nach 
12 Stunden nochmals eine leichte Unterfarbung um sich greift, die alle 
soeben beschriebenen Begleitmerkmale aufweist, entsprechend der 
geringeren Hypochromasie jedoch in weniger starkem Ausma8. Alle 
weiteren Fixierungen bis 10 Tage und von 10 Tagen ab weisen dann ein 
normales Verhalten auf, einzig zu diesem Termin wird nochmals eine 
leichte Unterfarbung wahrgenommen. Fiir ein normales Farbeverhalten 
ist ein Wiedererscheinen der Nucleoli anfangs der 7’, charakteristisch. 

‘Als Anomalien sind nach 2 Stunden Chromatinaustritt, unvollstandige 
Zellwandbildung, M-Endverklebung und vor allem in der spaten P Auftreten 
von hellen Segmenten in den Chromosomen bemerkenswert. Wahrend der 
leichten Uberfarbung nach 4 Stunden ist besonders M-Verklumpung und eine 
Translokation bei 2m-Chromosomen beobachtet worden. Die Zahl der 
Pathologien geht schon zuriick, in allen iibrigen Teilversuchen sind sie sodann 
in normaler Haufigkeit vertreten. Erwahnenswert sind fiir diese ganze 
Zeitspanne an Anomalien nur Kernknospung nach 6 Stunden, unvollstandige 
Fragmentation eines m-Chromosoms in der Centromerregion nach 48 Stunden, 
Unterdriickung der Spindelausbildung in der A nach 4 Tagen und weitére 
2 Tage spater A -Verklebung und M-Fragmentation. 

Wird den Vicia-jaba-Pflanzen das Eisen entzogen, so reagieren sie 
lediglich mit einem kurzen und sehr geringen Abfall der Kernteilungs- 
haufigkeit zu Beginn des Versuchs. Dagegen sind in der Stadienver- 
teilung und dem Nucleinsaurestoffwechsel leichtere Schaidigungen nach- 
zuweisen, die anzeigen, daB doch ein —- wenn auch nur geringfiigiges — 
Eingreifen in den Kernteilungsablauf vorliegen muB. 


e) NO,-Mangel. 


Kernteilungshaufigkeit, Stadienverteilung und Nucleinsaurestoff- 
wechsel weisen bei NO,-Mangel ein eigentiimlich rhythmisches Verhalten 
auf, was sich anfanglich jedoch noch nicht sehr stark ausprigt (s. Abb. 4). 


Nach 2 Stunden sinkt die Mitosehaufigkeit um 1,95% ab und erreicht 
8,20%. Die nachste Auszihlung kann 1% Teilungskerne mehr verzeichnen, 
was aber nach 6 Stunden mit 8,50% wieder riickgingig gemacht ist. Die 
' Fixierung nach 8 Stunden weist 7.25% Mitosen auf. Bis zu diesem Zeitpunkt 
hat sich also praktisch nicht viel geandert, die Kernteilungen unterschreiten 
7% in keinem Falle. Dieses Verhalten andert sich nun 10 Stunden nach der 
Umsetzung in NO,-freie Naihrlésung grundlegend. Das Teilungswachstum 
wird schwer gehemmt, nur noch 2,30% der Kerne durchlaufen die Mitose. 
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Beginnend mit 3,00% nach 12 Stunden wird diese Schaidigung wieder auf- 
gehoben, um nach 18 Stunden mit einer Teilungsfrequenz von 8,05% ausge- 
glichen zu sein. Doch kann die Hohe nicht gehalten werden, schon nach 
24 Stunden sind nur noch 5,50% Kerne in Teilung begriffen. Voriibergehend 
wird nach 2 Tagen eine normale Kernteilungshaufigkeit mit 9,25% erreicht, 
worauf nach 4 Tagen das Wurzelwachstum mit 0,45% im wesentlichen 
unterbunden zu sein scheint. Das Absinken der Mitosehaufigkeit wurde 
varianzanalytisch geprift. Da jedes Teilergebnis in die Sicherung mit auf- 
genommen wird, kann wegen der erheblichen Schwankungen die Differenz 
mit 0,03391 statistisch nicht als gesichert gelten, z = 0,3702 fir 5%. So 
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Abb. 11. Vicia faba. Stadienverteilung bei NO,-Mangel. 


ist P > 5%. Um dessenungeachtet die abfallende Tendenz der Teilungs- 
haufigkeit sichtbar zu machen, wurde an Hand von Mittelwertsberechnungen 
der Anfangswert mit dem Wert nach 4 Tagen verglichen. Hierfiir betragt 
die Differenz 13,93, die mit P< 0,01 gesichert werden konnte. 

Wie in den iibrigen Versuchreihen, so findet auch hier von 8 Tagen ab 
eine Wiederbelebung der Teilungshaufigkeit statt, nachdem die Fixierung 
vom 7. Tage keinerlei Mitosen mehr aufgewiesen hatte. Die Auswertung 
des 10. Tages erbrachte jedoch nur eine Teilungsfrequenz von 4,20%, was 
innerhalb aller iibrigen Ergebnisse als Sonderverhalten angesehen werden 
kann. Als Wiederanstieg kann sie jedoch gelten, da sich in der Vergleichung 
des Wertes fiir 4 Tage mit 0,45% + 0,15 und desjenigen fiir 10 Tage mit 
4,20 + 0,45 eine Differenz von 7,93 ergibt, die mit P = < 0,01 gesichert ist. 
Jedoch schon am 17. Tage ist das Wachstum der neugebildeten Seiten- 
wurzeln mit 0,40% praktisch wieder eingestellt. Ganzlich erlischt es nicht, 
eine geringe Teilungsrate ist immer noch auffindbar. Das erneute Absinken 
der Kernteilungshaufigkeit ist statistisch gesichert. Die Differenz betragt 5,88 ; 
P< 0,01. 

In der Stadienverteilung ist bis 8 Stunden keine wesentliche Verinderung 
eingetreten. Die Anzahl der Zellen in der Prophase liegt um einen geringen 








536 Hanneliese Fink: 


Betrag unter dem Normalwert, die Menge der Metaphasen bleibt sich gleich; 
dasselbe gilt fiir die Anaphasen. Die Telophasen sind durchgehend vermehrt 
vorzufinden, der héchste Wert ist mit 16,40% nach 4 Stunden gegeben. 
Vor der groBen Stérung der Phasenverteilung ist fiir 8 Stunden die Verteilung 
dann wie folgt: Metaphasen 20,20%, Prophasen wieder normal mit 60,60%; 
Anaphasen reduziert auf 5,40%; Telophasen noch erhéht auf 13,80%. Die 
nach diesem Zeitpunkt einsetzende Verschiebung der Prozentanteile bringt 
ein erhebliches Absinken der Prophasezahl auf 33,00% nach 10 Stunden, 
die nach 12 Stunden sogar auf 24,20% abfallt. In Folge davon treten alle 
iibrigen Mitosestadien vermehrt in Erscheinung (s. Abb. 11). Die Meta- 
phasen steigen auf 33,40% an und erreichen nach 12 Stunden 35,40%. Die 
Anaphasen betragen nach'10 Stunden an Stelle von 5,40% nun 18,40%, 
was gegeniiber der Telophase mit 15,20% ein beachtliches Anwachsen bedeutet. 
Die Verhaltnisse liegen nach 12 Stunden umgekehrt: hierbei haben sich nun 
die Telophasen auf 20,60% gesteigert, die Anaphasen lediglich auf 19,80%. 
Dieses Bild ist nach 18 Standen grundlegend verindert. In raschem Aufstieg 
erhéht sich die Zahl der Prophasen von 24,20% auf 53,20%, Metaphasen 
finden sich immer noch vermehrt mit 29, 80%; der Anaphasen- und Telo- 
phasenanteil hat sich dagegen wieder normal gestaltet. Fir die Meta- und 
Anaphase hat sich nach 24 Stunden keine Neuerung ergeben, jedoch sinken 
die Prophasen wieder etwas ab auf 42,00% und die Zahl der Telophasen 
steigt mit 20,80% stark an. Nach 2 Tagen ist die normale Verteilung wieder- 
hergestellt, jedoch nur voriibergehend. Nach 4 Tagen sind die Telophasen 
auf Kosten der Prophasen wieder vermehrt vorzufinden. Letzteres ist — dieses 
Mal unter gleichzeitiger Herabsetzung der Metaphasen — auch bei der Wieder- 
erholung nach 10 Tagen zutreffend. Die iibrigen Stadien verteilen sich normal. 
Nach diesem Zeitpunkt ist eine zu geringe Anzahl Mitosen vorhanden, so 
daB die Beobachtungen iiber die Phasenverteilung nicht fortgefiithrt werden 
kénnen. Die beschriebenen Veranderungen in der Stadienverteilung sind 
mit Phom < 0,01 statistisch gesichert. Trotz der erheblichen Schwankungen 
kann als wesentlich hervorgehoben werden, die durchgehende Verminderung 
der Prophasen und die mehr oder stop deutliche Erhéhung des Prozent- 
satzes der Telophasen. 


Von 2 bis 8 Stunden liegt eine etwas intensivere Ruhekernfairbung vor, 
ebenso sind Granulation und heterochromatische Chromozentren aus- 
gepragter vorhanden. Die Chromosomen sind in ihrer GréBe nicht sicht- 
bar verandert, doch besteht zwischen Eu- und Heterochromatin haufig 
nur noch ein geringer Unterschied. Die Nucleoli sind in ihrer Mehrzahl 
groB und von heller Farbung. Nach 8 Stunden wurden sie innerhalb 
eines Ruhekerns in Dreizahl vorgefunden. In der spiten Prophase 
kénnen die Nucleoli nicht mehr mit Sicherheit nachgewiesen werden. 
Im Zusammenhang mit der starken Hemmung des Teilungswachstums 
tritt nun nach 10 Stunden eine erhebliche Stérung des Nucleinsiure- 
stoffwechsels zutage. Die Ruhekerne iiberfirben sich maximal, die 
Metaphase-Chromosomen fangen an, sich stirker zu kontrahieren. Ihre 
GroBe lieB sich durch die Zeichnung kaum festhalten, da die Chromosomen 
alle klumpig zusammensaBen. Zwischen Eu- und Heterochromatin ist nun 
kaum mehr zu unterscheiden. Heterochromatische Chromozentren und 
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Granulation sind stark vergrébert. Die betrachtlich verkleinerten Nucleoli 
sind in der spaiten Prophase nicht mehr feststellbar. Auch liegt eine 
starke Plasmaschidigung vor, wodurch das Erscheinungsbild sich noch 
dunkler darbietet. Nach 12 Stunden geht die starke Hyperchromasie 
etwas zuriick und in Anpassung dazu die ganzen Begleitmerkmale, so 
daB nach 18 Stunden sogar eine leichte Hypochromasie um sich greifen 
kann. Hierbei kann man eine feine Granulation beobachten, Eu- und He- 
terochromatin als zwei verschiedene Einheiten, wenige und schwach aus- 
gebildete heterochromatische Chromozentren und normal groBe Nucleoli, 
die in der spiten Prophase noch erkennbar sind. Die Chromosomen. 
reagieren in ihrer GréBenveranderung langsamer. Sie haben sich wohl 
bis zur normalen GréBe entspiralisiert, dariiber hinaus sind sie jedoch 
nicht sichtbar verlingert. Die absinkende Teilungsfrequenz bedingt nach 
24 Stunden wieder eine Uberfarbung, die jedoch nicht maximal ist. Die 
Chromosomen haben sich wieder etwas verkiirzt, Granulation und hetero- 
chromatische Chromozentren sind wieder vergrébert und die GréBe der 
Nucleoli wieder betrachtlich verringert. In der Folgezeit setzen sich 
nun diese rhythmischen Schwankungen fort, doch sollen sie weiterhin 
nur noch am Farbeverhalten bemessen werden, da die Begleiterscheinungen 
schon beschrieben sind. Nach 2 Tagen ist die Farbung der Ruhekerne 
normal, was nach 4 Tagen in eine starke Hyperchromasie umschlagt, nach 
10 Tagen wieder zum Normalzustand zuriickkehrt, um von 17 Tagen ab 
die Uberfairbung bis zum Versuchsende beizubehalten. Hinzuzufiigen ist, 
da8 bei dem ,,normalen Verhalten“‘ nach 2 Tagen einzelne dunkler ge- 
fiirbte Gewebepartien dazwischengeschoben sind. Und da8 am 4. Tage 
die kleinen Nucleoli Zahlschwankungen bis zu vier aufweisen, daneben 
Mikronucleoli. 


Fir die Ausbildung von Mitoseanomalien ist zu bemerken, da8 nach 
8 und 10 Stunden ihre Haufigkeit zunimmt, jedoch um einen so geringen 
Betrag, da8 er kaum Erwahnung verdient. Im ganzen gesehen liegen in 
dem Versuch A-Briicken, Pyknosen, Zweikernigkeit, Kernknospung, tripolare 
Anaphaser, nach 10 Stunden Karyolyse, einige eingebuchitete und eckige 
Kerne nach 12 Stunden, Pseudoamitosen und A-Stérungen vor. Uberalterte 
Prophasen sind duBerst selten, die Vermehrung der Metaphasen geschieht 
durch Ansammlung von Aquatorialplatten. 


Die fiir den NO,-Mangel so charakteristischen Schwankungen lieBen sich 
nach dem AuSeneindruck der Wurzeln schon vermuten. Bei Versuchsbeginn 
waren alle Pflanzen kraftig, ihre Wurzeln weiB und gut gewachsen. Am 
1. Tage waren sie alle gelblich geworden, doch wurde fiir den 2. Tag ein 
Weiterwachsen der wei gebliebenen Wurzelspitzen beschrieben. Am 3. Tage 
wird im Protokoll bemerkt, da8 kein neues Wachstum zu beobachten war, 
dasselbe gilt fir den 5. Versuchstag. Am 10. Tag ist die Notiz enthalten: 
einige neue Seitenwurzeln sprossen am unteren Ende der Hauptwurzel 
hervor. Was am 17. Tag dahingehend lautet, da8 kaum neue Seitenwurzeln 
gebildet zu sein scheinen. 
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Weiter ist dem NO,-Mangelversuch eine starke VergréBerung der 
Streuung innerhalb des Versuchs eigentiimlich, die sich von 10 Stunden 
ab besonders auspragt. Als Beispiel soll das Verhalten der Wurzel- 
spitzen dienen, die 24 Stunden in der NO,-Mangellésung gehalten waren. 
Hierbei kommen in 10 verschiedenen Wurzelspitzen auf je 200 Kerne: 
14, 7, 30, 11, 7, 2, 3, 11, 19 und 6 Mitosen, was bedeutet, daB im Gegen- 
satz zu anderen gleichzeitig laufenden Versuchen die Reaktionsweise 
der Einzelpflanzen ganz besonders unterschiedlich ist. 


f) PO,-Mangel. 


Die im NO,-Mangelversuch beobachteten rhythmischen Schwan- 
kungen sind ebenso fiir PO,-Mangel bezeichnend, jedoch waren hiervon 
hauptsichlich Kernteilungshaufigkeit und Nucleinsiurestoffwechsel be- 
troffen, die Verteilung der einzelnen Kernphasen bleibt im wesentlichen 
davon ausgeschlossen. 


In der Mitosehaufigkeit setzt sofort nach Umsetzung der Pflanzen in 
PO,-freie Nahrlésung ein rascher Abfall ein (s. Abb. 4). Zu Versuchsbeginn 
wurden iiber 10% Mitosen ausgezahlt, nach 2 Stunden war ihre Zahl schon 
auf 7,55% vermindert worden. Der steilste Abfall ist dann nach 4 Stunden 
gegeben, es teilen sich nur noch 2,80% der Kerne, was nach 6 Stunden sogar 
auf 1,60% reduziert wird. Eine weitere Abnahme der Teilungsfrequenz 
erfolgt zunachst nicht, von 8 Stunden ab ist mit 3,75% die Zahl der Mitosen 
wieder vermehrt, sie erreicht nach 10 Stunden 5,00%. Die Fixierung nach 
12 Stunden weist unter 2000 Zellen nur noch eine einzige Kernteilung auf, 
nach 18 Stunden konnten wieder 2,30% ausgezahit werden. Im grofen 
und ganzen variiert die Teilungshaufigkeit yon diesem Zeitpunkt ab nicht 
mehr stark, die genannte Mitosezahl wird im wesentlichen bis zum 3. Fixie- 
rungstag beibehalten. Da auch in diesem Versuch die Streuung stark ver- 
gréBert ist, kann der Abfall durch die Varianzanalyse statistisch nicht 
gesichert werden. Die Binnenklassenvarianz ist mit 1,64043 groBer als die 
Zwischenklassenvarianz, die 1,40191 betragt. Es wurden deshalb die Mittel- 
werte der Prozentzahlen des Ausgangs- und des Endwertes miteinander ver- 
glichen. Die Differenz ergibt hierbei 9,62 und P < 0,01, was besagt, daB 
zwischen 0 und 72 Stunden ein gesicherter Abfall der Teilungshaufigkeit liegt. 

Au8erlich gesehen sind die anfanglich weiSen Wurzeln der Versuchs- 
pflanzen am 1. Tage grau geworden. Vom 2. Tag an werden dann auch die 
oberirdischen Teile in Mitleidenschaft gezogen und fiir die Wurzeln drickt 
sich die Schidigung in einem volligen Schwarzwerden aus. Dieser Befund 
dauert an, obwohl vom 8. Tage ab neue weife Seitenwurzeln am Ende der 
Hauptwurzel hervorzubrechen beginnen. Am 17. Tage waren diese sekundaren 
Seitenwurzeln lange weiter gewachsen, doch sahen die oberirdischen Teile 
in den meisten Fallen nicht mehr gut aus. Die Kernteilungshaufigkeit der 
neugebildeten Wurzelspitzen liegt mit 12,10% zunachst tber dem Kontroll- 
wert. Nach 17 Tagen war die Zahl der Mitosen noch nicht unter 10% ab- 
gesunken. Die Teilungsfrequenz ist also zu diesem Zeitpunkt noch normal. 
Es folgt nach 26 Tagen ein rascher Abfall, dabei befinden sich nur noch 
2,05% und nach 36 Tagen, also beim Versuchsende, 0,20% Kerne in Teilung. 
Die statistische Sicherung ergibt eine Differenz von 16,17, so daB mit P< 0,01 
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auch das Absinken des Wachstums in den neugebildeten Seitenwurzeln 
gesichert ist. 

In der Stadienverteilung beginnt sich die Stérung, die die Kernphasen 
in ihrer Gesamtheit erfaBt, schon nach 2 Stunden anzubahnen (s. Abb. 12). 
Die Prophasen sind etwas abgefallen auf 56,20%, Metaphasen sind zu 21,20% 
vorhanden, Anaphasen zu 9,00% und Telophasen zu 13,60%. Nach 4 Stunden 
ist die Teilungshemmung dann im vollen Umfang sichtbar, Prophasen sind 
nur noch zu 43,80% vertreten, nach 6 Stunden ist ihre Zahl sogar auf 40,00% 
gesunken. Infolge davon sind die Metaphasen vermehrt vorzufinden, sie machen 
nach 4 Stunden 29,00% der Kernteilungen aus, nach 6 Stunden 28,20%. 
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Abb. 12. Vicia faba. Stadienverteilung bei PO,-Mangel. 


Ebenso ist die Ana- und Telophase davon ergriffen. Die Anaphasen betragen 
11,60% nach 4 Stunden, die Telophasen 15,60%. Beide Stadien sind nach 
6 Stunden noch mehr erhéht, die Anaphasen belaufen sich auf 13,20%, 
die Telophasen auf 18,60%. Von diesem Zeitpunkt an erfolgt nun eine 
Rickbewegung zur normalen Verteilung hin, die nach 8 Stunden einsetzt 
und nach 10 Stunden wieder den Umschlagspunkt erreicht. Prophasen 
sind hierbei mit 58,00%, also nahezu normal vertreten, ebenso die Meta- 
phasen mit 20% und die Anaphasen mit 8%. Die Telophasen sind dagegen 
mit 14% immer noch haufiger in ihrem Vorkommen. Nach 12 Stunden kann 
die Phasenverteilung wegen Mangel an Kernteilungen nicht bestimmt werden, 
es ist also nicht ersichtlich, ob sich die Stadienverteilung parallel der Kern- 
teilungshaufigkeit noch einmal verschieben wirde. So bleibt die Verteilung 
von 18 Stunden bis 2 Tage nahezu konstant, die Prophasen bleiben bei der 
Auszihlung mehr oder weniger unterhalb des Kontrollwertes liegen, die 
Anzahl der Metaphasen ist durchgehend erhéht; ebenso sind die Anaphasen 
besonders nach 24 und 48 Stunden und die Telophasen nach 48 Stunden 
vermehrt. Nach 3 Tagen setzt sodann eine Hinwendung zur normalen Phasen- 
36a * 
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verteilung ein, die nach 10 Tagen bei den neugebildeten Wurzelspitzen auch 
erreicht wird. Wahrend der Dauer dieses erneuten Wachstums, also praktisch 
bis zum 26. Tage, sinken die P wieder von 60,60% auf 49,40%; die Meta- 
phasen steigen von 17,60% auf 26,00% an, die Anaphasen bleiben sich gleich, 
jedoch erreichen die Telophasen wieder 13,80%, sind also wie nahezu wahrend 
der ganzen Versuchsdauer auf Kosten der Prophasen etwas erhéht vor- 
zufinden. Die Stérungen in der Stadienverteilung sind mit Phom < 0,01 
statistisch gesichert. 


2 Stunden nach Versuchsbeginn kann eine normale Farbung und 
GranagréBe der Ruhekerne beobachtet werden, ebenso eine normale 





Abb. 13. Vicia faba. PO,-Mangel fixiert nach 4 Stunden. Ruhekern bei Hyperchromasie. 
Vergr. 850mal. 


Chromosomen-, Nucleoli- und ChromozentrengréBe. Dazwischen ver- 
streut liegen einzelne Zellen, die sich starker angefarbt haben und ver- 
kiirzte Chromosomen aufweisen. Von 4 Stunden an wird die Hyperchromasie 
allgemein (s. Abb. 13), um nach 6 Stunden in eine maximale Uberfarbung 
iiberzugehen. Granulation und heterochromatische Chromozentren ver- 
grébern sich zusehends, Eu- und Heterochromatin sind schlieBlich kaum 
mehr zu unterscheiden. Die Nucleoli werden klein und weisen Zahl- 
schwankungen und. Mikronucleoli auf. Fiir die ChromosomengréBe ist 
bemerkenswert, daB nach 4 Stunden eine Verkiirzung einsetzt unter 
gleichzeitigem Schmilerwerden der Chromosomen. Diese kiirzeren, 
auch in der Breite betrachtlich verminderten Chromosomen wurden 
nur in dieser Fixierung beobachtet. Sie konnten jedoch nicht gezeichnet 
werden, da alle Metaphasen klumpig waren. Die Verkiirzung ist nach 
6 Stunden fortgeschritten, aber auch hier nicht maximal. Die Chromo- 
somen sind wieder verklumpt, doch konnte eine Zelle festgehalten werden 
(s. Abb. 14). Mit dem Ansteigen der Kernteilungshaufigkeit setzt nun 
eine Unterfarbung ein (s. Abb. 15), die jedoch bei Erreichung der noch 
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hoheren Teilungsfrequenz bei dem Umschlag nach 10 Stunden schon 
wieder zuriickgeht. Wahrend der Hypochromasie wurde eine feingranulare 
Ruhekernstruktur, wenig ausgeprigte heterochromatische Chromozentren 
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Abb. 14. Vicia faba. a) PO,-Mangel fixiert nach 6 Stunden. Beginnende Chromosomenverkiirzung 

bei Hyperchromasie. Klumpige Metaphase. — b) Fixiert nach 8 Stunden. Hypochromasie. Ver- 

klebte und gequollene Metaphasechromosomen. — c) Fixiert nach 18 Stunden. Stark verkiirzte 
Metaphasechromosomen bei Hyperchromasie. Vergr. 1200mal. 


und groBe Nucleoli beobachtet, die sich verspaitet auflésen. Die Chromo- 
somen sehen gequollen und verklebt aus (s. Abb. 14b), Eu- und Hetero- 
chromatin heben sich voneinander ab. Bei der geringen Mitosezahl nach 





Abb. 15. Vicia faba. PO,-Mangel fixiert nach 8 Stunden. Ruhekern bei beginnender Hypochromasie. 
Vergr. 850mal. 


12 Stunden sind die Ruhekerne in ihrer Gesamtheit wieder sehr stark 
iiberfarbt (s. Abb. 14c). Nach 18 Stunden geht die Hyperchromasie wieder 
etwas zuriick und mit ihr alle oben schon beschriebenen Begleitmerkmale. 
Es treten Zahlschwankungen der Nucleoli bis zu 4 und Mikronucleoli- 
bildung auf. Dieser Zustand der Kernstrukturen halt sich waihrend der 
nachsten Fixierungen und niéhert sich nach 3 Tagen noch mehr dem 
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nach 10 Tagen fast véllig erreichten Normalverhalten. Eine intensivere 
Kernfarbung bleibt jedoch zuriick. Sie steigert sich mit dem Absinken 
der Teilungsfrequenz jedoch, bis vom 26. Tage an ein sehr dunkles Er- 
scheinungsbild dargeboten wird. 

Eine Steigerung der Anomalienzahl ist. bei PO,-Mangel zu keiner Fixie- 
rungszeit ausgepragt vorhanden. Nach 2 Stunden nehmen die pathologischen 
Formen etwas zu, es treten in der friihen Metaphase 6fters helle Segmente 
in den Chromosomen auf (s. Abb. 16), die SAT-Zone ist tiberdehnt, in 
der Metaphase wurden Chromosomenversprengung, Zweikernigkeit und 





Abb. 16. Vicia faba. PO,-Mangel fixiert nach 2 Stunden. Friihe Metaphase. ,,Half-starvation“; 
Auftreten von hellen Segmenten in den interstitiellen Partien der Chromosomen. Vergr. 2500mal. 


Brickenbildung beobachtet. Fir den ganzen Versuch wurden iiberdies 
Chromatinaustritt, Verklampungen, Kernknospung und -lappung, Pseudo- 
amitosen bei Hyperchromasie und Verklebungen, Briickenbildung und Frag- 
mentationen bei Hypochromasie gefunden. Uberalterte Prophasen wurden 
auch bei starker Teilungshemmung tberaus selten aufgefunden. Die Ver- 
mehrung der Metaphasen ergibt sich durch Ansammlung von Aquatorial- 
platten. : : 

Zusammenfassend kénnen fiir PO,-Mangel die starken rhythmischen 
Wachstumsschwankungen hervorgehoben werden, die von einem eben- 
solchen Wechsel des Nucleinséurestoffwechsels begleitet werden. Aller- 
dings geht dieses Verhalten der Kernteilungshiufigkeit nicht vollkommen 
parallel, eine spater einsetzende Verminderung wird gleichsam schon 
vorbereitet, und umgekehrt. Die Stadienverteilungsinderungen nehmen 
nur in groBen Ziigen an diesem Rhythmus teil. Weiter ist die geringe 
Steigerung pathologischer Abweichungen und die starke Erhéhung der 
Streuung fiir den Mangel dieses Elementes charakteristisch. 
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g) SO,-Mangel. 


Der SO,-Mangelversuch nimmt unter den iibrigen Mangelversuchen 
eine Sonderstellung ein. Und zwar bezieht sich diese Aussage auf alle 
mit dem Kernteilungsablauf in Verbindung stehenden Erscheinungen. 

Die Kernteilungshaufigkeit betragt zu Versuchsbeginn 9,85%, sie nimmt 
nach 2 Stunden um 1,50% ab. Die nachste Auszahlung nach 4 Stunden 
bringt einen steilen Abfall auf 4,90%, der bei einer Differenz von 4,39 mit 
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Abb. 17. Vicia faba. Stadienverteilung bei SO,-Mangel. 


P < 0,01 gesichert ist (Abb. 4). Nach weiteren 2 Stunden ist die Teilungs- 
frequenz unter sehr groBer Streuungszunahme mit 4,80% unverandert. 
Werden allerdings die stirksten Abweichungen vernachlassigt, so betragt 
die Prozentzahl 2,75 — was ein weiteres Absinken bedeuten wiirde. Schon 
die nachste Fixierung nach 8 Stunden ergibt ein rasches Ansteigen der 
Teilungsfrequenz auf 11,70%; das bedeutet eine bleibende Riickkehr zum 
normalen Verhalten. Die Differenz betragt hierfiir 8,00, P< 0,01. Und 
zwar muten in diesem Versuch Mittelwertsberechnungen der, Prozentzahlen 
angestellt werden, da nicht wie iblich, 10 Wurzelspitzen ausgewertet werden 
konnten und so eine statistische Sicherung an Hand der Varianzanalyse 
unterbleiben mute. Von 8 Stunden an konnte die normale Teilungshaufigkeit ° 
wahrend aller weiteren Auszahlungen bis zum Versuchsende bestatigt werden, 
das Wurzelwachstum erfahrt also keine Beeintrachtigung mehr. 

Bis 4 Stunden ist die Phasenverteilung weitgehend normal, doch sind 
schon hier die Prophasen vermehrt vorzufinden (s. Abb. 17). Zu dem 
genannten Zeitpunkt belaufen sie sich auf 64,60%. Die Metaphasen haben 
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sich mit 17,40% etwas verringert, Anaphasen sind zu 7,80% und Telophasen 
zu 10,20% vertretén. Nun setzt nach 6 Stunden eine tiefgehende Verschiebung 
der ganzen Stadienverteilung ein. Die Prophasen steigen unverhaltnismaBig 
hoch an und erreichen mit 82,20% den héchsten Prozentsatz, der waihrend 
aller hier angestellten Versuche erzielt wurde. Infolgedessen weisen die 
Metaphasen mit 10,80% einen geringen Wert auf, ebenso die Anaphasen 
mit 4,60%. Am starksten sind jedoch die Telophasen betroffen, sie machen 
nur noch 2,40% der Kernteilungen aus. Diese Anderungen in der Phasen- 
verteilung sind schon nach 8 Stunden wieder ausgeglichen, die Prophasen 
betragen 62,20%, die Metaphasen 21,80%. Die Anaphasen haben sich 





Abb..18. Vicia faba. SO,-Mangel fixiert nach 6 Stunden. Metaphase. Stark verlingerte Chromo- 
somen und VergréBerung des Zellvolumens bei Hypochromasie. Relational coiling der Chromatiden. 
Vergr. 1200mal. — 


wieder auf 7,60% erhoht und die Telophasen auf 8,40%. Fir die Verteilung 
der einzelnen Mitosestadien ergibt sich von diesem Zeitpunkt an bis zum 
Ende des Versuches keine Abweichung mehr. Nur die Prophase zeigt ein 
vom Normalen abweichendes Verhalten, sie bleibt mit einer einzigen Aus- 
nahme durchgehend erhéht, der nach 8 Stunden angegebene Wert ist einer 
der niedrigsten, der héchste liegt bei 67,80% nach 24 Stunden. Die Ver- 
schiebung innerhalb der Phasenverteilung ist mit Phom < 0,01 gesichert. 
Den ganzen S-Mangelversuch charakterisiert eine Unterfairbung 
der Ruhekerne, die nach 6 Stunden am gréBten ist. Die feingranulare 
Struktur der Ruhekerne ist nur schwer erkennbar, ebenso Eu- und 
Heterochromatin, die jedoch gut voneinander abgesetzt sind. Die hetero- 
chromatischen Chromozentren sind selten und wenig ausgeprigt. Im 
Gegensatz dazu zeigen sich die Nucleoli vergréBert, ihre Auflésung er- 
folgt verzégert und ihre Wiederbildung setzt friiher als normal ein. 
Die stark verlingerten Metaphase-Chromosomen wurden zu diesem 
Zeitpunkt ausgemessen (vgl. Tabelle 1 und 2, auch Abb. 18, die auBerdem 
die fir Hypochromasie charakteristische VergréBerung des Zellvolumens 
klar zum Ausdruck bringt). Es ergab sich fiir die Chromosomenlangen 
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eine MaBeinheit von 111,27 + 4,45 gegeniiber 83,57 + 3,18 bei der 
Kontrolle. In den Breitenmessungen stellte sich fiir den Versuch ein 
Mittelwert von 12,48 + 0,37 dem Kontrollwert von 11,05 + 0,27 gegen- 
iiber. Die Chromosomen haben sich also nicht nur betrichtlich verlingert, 
sie haben sich auch um einen geringen, statistisch gesicherten Betrag 
verbreitert. Die starke Unterfarbung geht nach 8 Stunden wieder etwas 
zuriick, eine gewisse Hypochromasie wird jedoch den ganzen S-Mangel- 
versuch hindurch beibehalten. Auch die Chromosomen kontrahieren 
sich wieder, doch erreichen sie die Normallinge erst spat. 

Die Anomalien nehmen von 4 bis 8 Stunden wenig zu. Es werden nach 
4 Stunden Chromosomenversprengungen in der Metaphase und Verklebungen 
beobachtet, nach 6 Stunden Briickenbildung, Relational coiling (Abb. 18) und 
Bruch des M-Chromosoms unterhalb der Insertionsstelle. Fir 8 Stunden 
gilt dasselbe, hier erfolgt die Fragmentation jedoch in dem einen der beiden 
loci minoris resistentiae. Bei den tibrigen Auswertungen sind die patho- 
logischen Erscheinungen in normaler Haufigkeit vertreten, neben Zwei- 
kernigkeit kommt Brickenbildung, Dreipolbildung in der Anaphase, Pseudo- 
amitosen, Uberdehnung der SA7-Zone, Fragmentation und seltener Ver- 
klumpung vor. Erst-am Ende des Versuches tzeten gelappte Ruhekerne 
auf. UWhberalterte Prophasen sind ganz vereinzelt. Die Prophasenvermehrung 
ist durch eine Zunahme friiher Prophasen bedingt. 

Wahrend des ganzen Versuches zeigten die Pflanzen ein normales Aus- 
sehen, gute Beblatterung und Wurzelbildung. AuBerlich war keine Schadigung 
des Wurzelwachstums zu beobachten. 

Die Erhéhung der Streuung ist hier wohl jahreszeitlich bedingt, die 
Aufzucht der Versuchspflanzen begann Anfang Marz. Dasselbe gilt 
fiir den betriachtlichen Ausfall von Pflanzen wahrend der Dauer des 
Versuchs, weshalb die Beobachtungen vorzeitig abgebrochen werden 


muBten. 

Fir SO,-Mangel ist also ein nur voriibergehendes Absinken der Kern- 
teilungshaufigkeit und damit in Einklang stehend ein kurzes Verschieben 
der Stadienverteilung bemerkenswert. Doch bleibt der Anteil der Pro- 
phasen erhéht und der Nucleinsaurestoffwechsel ist stark gestért, was 
auf eine Schidigung des Kernteilungsablaufs schlieBen laBt. 


3. Ergdnzungsversuche. 


a) Mangelversuche bei Ersetzung durch Ionen verschiedener 
Elemente. 


Ausgegangen wurde in diesen Erganzungsversuchen von der Uberlegung, 
da8 nicht nur der Mangel, sondern auch der Uberschu8 eines Nahrstoffes 
pathologisch wirken kann, daB sich also zu der an sich schadlichen Wirkung 
eines fehlenden Kations oder Anions die unginstige Wirkung eines mit dem 
ersteren verbundenen Uberschusses des Ersatzions hinzugesellt. Es sollte 
untersucht werden, ob bei Ausschlu8 eines bestimmten Salzes aus der Nahr- 
lésung und Ersetzung durch ein anderes, die Wahl des betreffenden Anions 
oder Kations von Bedeutung ist fir den Kernteilungsablauf in den Wurzel- 
spitzen. 

Chromosoma, 3. Bd., Heft 6. * 37 
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Um Antwort auf diese Fragestellung zu erhalten, wurde zunachst in 
einem Ca-Mangelversuch Ca(NO,), einmal durch KNO;, das andere Mal 
durch NaNO, ersetzt. Es ergab sich daraus eine sehr unterschiedliche Ver- 
haltungsweise der Teilungsfrequenz. Bei Ausgleich des Ca durch K konnten 
am 2. Versuchstage noch 2,77% Mitosen ausgezahlt werden; erst nach 5 Tagen 
war das Wurzelwachstum ginzlich erloschen. Demgegeniiber wird bei Na- 
Ersatz das Teilungswachstum bereits nach 2 Tagen vollstandig eingestellt. 
Hier wie dort lag eine starke Hyperchromasie der Ruhekerne vor, daneben 
war die Granulation sehr ausgepragt und es fanden sich wesentlich vergréBerte 
heterochromatische Chromozentren. Eu- und Heterochromatin konnten 
kaum unterschieden werden,und die Nucleoli waren stark verkleinert. Die 
Stérung des Nucleinsdurestoffwechsels liegt also fiir beide Versuche in dem- 
selben Umfange vor. 

Wahrend sich bei K-Ersatz an Ruhekernpathologien -vor allem Zwei- 
kernigkeit, nicht eingezogene Satelliten und andere Chromosomenteile, 
Pseudoamitosen, Chromatinaustritt und améboide Kerne feststellen lieBen, 
herrschten bei der Ersetzung durch Na kleine Kerne und Zellen, Verklumpung, 
Auflésung von Kern- und Zellwinden und eckige Kernumrisse vor. Die 
Schadigung bei Ersatz des fehlenden Ca durch Na ist also unzweifelhaft 
schwerwiegender als dasjenige durch Kalium. 

Eine zweite Beobachtung schlieBt sich an den K-Mangelversuch vom 
Sommer an. Dabei konnten nach Ersetzung des KNO, durch Ca(NO,). 
nur 3,25% Kernteilungen beobachtet werden, waihrend nach Na-Ersatz zu 
dem genannten Zeitpunkt noch eine Mitosehdufigkeit von 9,60% vorlag. 
Die Stadienverteilung ist von dieser unterschiedlichen Reaktionsweise nicht 
betroffen, sie wurde in beiden Versuchen nahezu als normal befunden. Ledig- 
lich sind bei der Ersetzung durch Na die Anaphasen und Telophasen um einen 
geringen Betrag auf Kosten der Prophase vermehrt. Es stehen hierbei 
54,80% Prophasen, 21,00% Metaphasen, 10,80% Anaphasen und 13,40% 
Telophasen der Stadienverteilung bei Ca-Ersatz entgegen, die fiir die Pro- 
phase 60%, fiir die Metaphase 24,20%, fiir die Anaphase 7,40% und fiir die 
Telophase 8,40% ergab. 

Wahrend sich sowohl die Ruhekernstrukturen als auch die Chromosomen- 
langen bei Na-Ersatz weitgehend normal darboten, war das Bild bei Er- 
setzung des K durch Ca hyperchromatisch, mit allen damit in Einklang 
stehenden Begleitmerkmalen. Auch kamen an Anomalien Verklumpung 
und Multipolaritat der Spindelausbildung hinzu, was seinerseits auch fiir 
eine starkere Schadigung des Kernteilungsablaufes spricht. 

Auch bei verschiedener Ersetzung der SO,Ionen erleidet die Phasen- 
verteilung keine Beeinflussung. Das eine Mal war der Ausgleich durch NO,-, 
das andere Mal durch Cl,-Ionen geschaffen worden. Was diesen Versuch 
von den beiden obengenannten unterscheidet, ist die Tatsache, da’ kein 
nennenswerter Unterschied zwischen der Teilungsfrequenz bei NO,- und 
Cl,-Ersatz vorliegt. Es stehen sich in dem einen Falle 8,69% bei NO,-Ersatz 
und im anderen Falle 9,91% Mitosen bei Ersetzung durch Cl, gegeniber. 
Fir diesen Versuch ist eine Unterfarbung der Ruhekerne, feingranulire 
Strukturen und etwas verlangerte Chromosomen bemerkenswert, wahrend 
bei NO,-Ersatz die Chromosomen sogar teilweise verkiirzt sind. An Anomalien 
wird Fragmentation, Briickenbildung, Verklumpung und besonders haufig 
Verklebung beschrieben. 

Nachdem auch bei verschiedener Ersetzung des Mg-Ions ein unterschied- 
liches Verhalten beobachtet wurde, wofiir jedoch keine Auszihlung vorliegt, 
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kann abschlieBend festgestellt werden, da8 es in vielen Fallen keineswegs 
gleichgiltig ist, durch welches Ion der Mangel eines fehlenden ausgeglichen 
wird. 

b) K-Mangel ohne Kotyledonen. 

Dieser Versuch sollte dariiber Aufschlu8 geben, ob bei K-Mangel und 
gleichzeitiger Entfernung der Kotyledonen die Kernteilungsintensitat wie 
nach Entfernung der Kotyledonen véllig absinkt oder ob sie einen gewissen 
Prozentsatz beibehalt, wie es bei K-Entzug der Fall ist. Der Versuch lief 
dem K-Mangelversuch vom Sommer parallel, Auswertungen setzten erst 
nach 24 Stunden ein. (Tabelle 3). 


Tabelle 3. K-Mangel, ohne Kotyledonen. (24 Stunden vorher ent- 
fernt.) Kernteilungsintensitat. 



































Mitosen ee oe 5 
Zeit Kerne eer , — | Mitosen 
| Zabl % Kerne r al Pa 
2 Stunden..... 2184 107 4,90 2088 220 10,54 
4 Stunden..... 2059 45 2,19 2356 243 10,31 
6 Stunden..... 2079 20 0,96 2902 285 9,82 
12 Stunden..... 2000 14 0,70 2000 209 10,45 
24 Stunden..... 2000 1 0,05 2000 209 10,45 
Stadienverteilung in Prozent. 
Kontrolle 
Zeit Mitosen PB iS A T - 
Mitosen| P | M Meh OF 








2 Stunden | 1465 65,60 | 15,70 | 9,01 | 9,69} 4575 | 63,89 | 18,49] 10,06; 7,56 
4 Stunden | 929 | 62,54/ 18,30/ 9,69 | 9,47] 4704 | 66,39| 17,58| 8,25| 7,78 
6 Stunden} 467 | 43,90 | 39,83 | 7,28 | 8,99] 4562 | 62,23| 18,92| 8,64/ 10,21 




















Es wurden hierbei anfainglich noch 4,90% Kernteilungen ausgezahlt, 
die sich im Verlaufe des Versuches jedoch stufenweise reduzierten, bis nach 
30 Stunden nur noch 0,96% der Kerne in Teilung begriffen waren. Nach 
48 Stunden ist das Wachstum der Wurzelspitzen mit 0,05% Mitosen dann 
praktisch unterbunden. Fiir das Absinken der Teilungsfrequenz ergibt sich 
eine Differenz von 10,4, die mit P < 0,01 gesichert ist. 

Die Stadienverteilung wurde bei der ersten Auswertung nahezu als normal 
befunden, die Prophasen betragen 65,60%, die Metaphasen 15,70%, Ana- 
phasen sind zu 9,01% vertreten und Telophasen zu 9,69%. Die Verteilung 
ist nach 28 Stunden dieselbe, doch andert sich dieses Bild nach 30 Stunden. 
Die Prophasen sinken auf 43,90% ab, infolge davon erhéht sich die Zahl 
der Metaphasen auf 39,83%; Anaphasen und Telophasen sind von dieser 
Verschiebung dagegen nicht betroffen. Die Anaphasen nehmen 7,28%, die 
Telophasen 8,99% der Mitosen ein. Diese Anderung in der Stadienverteilung 
ist mit Phom < 0,01 gesichert. Nach dem genannten Zeitpunkt waren keine 
weiteren »eobachtungen tiber die Phasenverteilung mehr méglich. 

In bezug auf das Farbeverhalten ist fiir den ganzen Versuch eine starke 
Hyperchromasie zu verzeichnen. Granulation und heterochromatische Chromo- 
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Riicksetzung| 
6 Std... 

12 Std... 

24 Std... 

3 Tage .. 

4 Tage.. 

5 Tage .. 

8 Tage .. 





Tabelle 4. K-Mangel, Ricksetzungen. Kernteilungsintensitit in Prozent 


48 Std.. 


zentren sind tiberaus grob. An den 
Chromosomen kann kein Unterschied 
zwischen Eu- und Heterochromatin fest- 
gestellt werden. Fir jeden Teilversuch 
sind bis 30 Stunden 10 Metaphase- 
zellen gezeichnet worden, so daB ein 
groBes Anschauungsmaterial vorliegt. 
Als Resultat kann geiten, daB sich die 
Chromosomen maximal verkirzt haben. 
Ob sich die augenscheinliche Breiten- 
zunahme bestatigt, konnte dagegen nur 
an Hand von genauen Messungen sicht- 
bar gemacht werden. Die Nucleoli sind 
klein und weisen Zahlschwankungen 
auf. In einem Fall trat ein hantel- 
foérmiger Nucleolus auf. 

An Mitoseanomalien wurden M-Frag- 
mente, A-Briicken, Stérungen der Zell- 
wandbildung, Pseudoamitosen, Kary- 
omerenbildung und ein unvollstandiger 
chromatidaler Bruch bei intakter Matrix 
beobachtet. In der ganzen Versuchsreihe 
sind iiberaltete Prophasen in der Uber- 
zahl. Auch ist eine starke Zunahme der 
Streuung charakteristisch. 


c) K-Mangel, Ricksetzungs- 
versuche. 

(Vgl. auch Tabelle 4 und 5.) — Riick- 
setzung 6 Stunden nach Versuchs- 
beginn. — Zu diesem Zeitpunkt wiesen 
die K-Mangelpflanzen eine Teilungs- 
haufigkeit von 6,11% auf, gegeniiber 
dem Kontrollwert von 9,82%. 6 Stunden 
nach der Riicksetzung in normale Nahr- 
lésung erfolgte dann zunachst ein 
weiterer Abfall auf 4,50%, der mit P = 
= 0,01 bis 0,02 als gesichert gelten kann. 
Nach 12 Stunden, also 18 Stunden nach 
Versuchsbeginn, ist die Teilungshem- 
mung mit 10,25% Mitosen wieder tiber- 
wunden, P< 0,01. Wie die weiteren 
Auswertungen ergeben, ist das normale 
Wurzelwachstum wiederhergestellt. 

In der Verteilung der einzelnen 
Mitosestadien, die zur Umsetzungszeit 
mit P 42,37%, M 35,68%, A 9,84%, 
T 12,11% stark gestért war, hat sich 
schon nach 12 Stunden ein nahezu 
normales Verhalten eingestellt. Doch 
sind, die Metaphasen mit 27,60% auf 
Kosten der Anaphasen und Telophasen 








ee 





wo 


i) 

















Untersuchungen iiber die Wirkung von Nahrsalzmangel. 549 


vermehrt vorhanden. Nazh 18 Stunden kann die Stadienverteilung wieder 
als normal bezeichnet werden, 65,20% Prophasen stehen 19,40% Metaphasen, 
8,20% Anaphasen und 7,20% Telophasen gegeniiber. Phom < 0,01. 

Tabelle 5. K-Mangel. Ricksetzungen. Stadienverteilung in Prozenten. 


Ricksetzung nach 6 Stunden: 











Kontrolle 
Zeit Mitosen P M A ? 
Mitosen P M A T 
6 Stunden .. | 3170 | 42,37| 35,68] 9,84] 12,11] 4562 | 62,23] 18,92] 8,64) 10,21 
12 Stunden .. 500 | 60,20| 27,60] 6,20} 6,00; 500 | 64,80] 18,40] 6,80] 10,00 
18 Stunden .. 500 | 65,20} 19,40] 8,20] 7,20] 500 | 60,80] 22,20] 8,20} 8,80 
24 Stunden .. 500 | 58,80] 25,20; 7,80} 8,20] 500 | 59,60! 18,60] 9,80] 12,00 
48 Stunden .. 500 | 54,40] 21,80] 13,40] 10,40] 500 | 63,00} 16,80} 10,00} 10,20 








Ricksetzung nach 12 Stunden: 
































12 Stunden .. 500 | 60,00 | 24,20| 7.40] 8,40| 500 | 64,80] 18,40] 6,80] 10,00 
18 Stunden .. 500 | 55,00 | 24,60 10,20110,20] 500 | 60,80 | 22,20] 8,20] 8,80 
24 Stunden .. 500 | 61,00} 19,40] 10,20] 9,40] 500 | 59,60] 18,60} 9,80] 12,00 
48 Stunden .. 500 | 62,60] 21,40] 9,60] 6,40] 500 | 63,00} 16,80] 10,00} 10,20 
Bd by: aallongespsy: 500 | 59,80] 21,00} 8,20]11,00! 500 | 64,40] 18,80} 8,00] 8,80 


Ricksetzung nach 24 Stunden: 





24 Stunden .. 250 | 55,20 | 29,20| 8,00] 7,60] 500 | 59,60] 18,60} 9,80] 12,00 
48 Stunden .. 500 | 59,00 | 23,20} 7,20] 10,60] 500 | 63,00 | 16,80] 10,00 | 10,20 
SNARES: 2's «se 500 | 61,80] 19,40] 8,60] 10,20} 500 | 64,40] 18,80] 8,00] 8,80 


Ricksetzung nach 48 Stunden: 








48 Stunden .. 500 | 57,60 | 20,40 | 11,40] 10,60} 500 | 63,00] 16,80} 10,00] 10,20 
3: Tagersess: “ 500 | 68,80] 17,80] 7,80] 5,60] 500 | 64,40] 18,80} 8,00] 8,80 
8 Tagore. c¢ 500 | 61,00] 19,80] 9,20} 10,00] 500 | 62,60/ 17,40] 10,80} 9,20 


Ricksetzung nach 3 Tagen: 
2 VER ino: 500 | 57,60 | 20,40 | 11,40{ 10,60] 500 | 63,00 | 16,80] 10,00 | 10,20 




















4 Tage...... 500 | 61,00} 19,60} 5,80} 13,60] 500 | 61,00} 21,20] 8,60} 9,20 
8 Tage wes 500 | 64,20] 20,00] 7,60} 8,20] 500 | 67,60] 17,40} 10,80} 9,20 








Ricksetzung nach 4 Tagen: 
14 Tage ..... | 500 | 63,00 | 20,20] oe 9,00| werd train Feet et © 


Ricksetzung nach 5 Tagen: 
14 Tage ..... nigh iokotete, pects ee: oa aie, et tein ae — 


Ricksetzung nach 8 Tagen: 
14 Tage ..... | 500 | 58,40 | 23,40 9,60) 8.66 | ee i case 
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Nach 12 Stunden war ein unterschiedliches Reagieren der’ Ruhekerne 
auf die Karminfarbung zu beobachten. Starker gefarbte Kerne kommen 
neben normalgefirbten vor. Dasselbe gilt fiir die Chromosomenlangen, die 
nur teilweise verkirzt vorgefunden wurden. Der Einfachheit halber soll 
die Stérung des Nucleinséurestoffwechsels in den Erganzungsversuchen 
lediglich an der Farbung der Ruhekerne und den ChromosomengréBen ver- 
anschaulicht werden, da die Begleiterscheinungen oben wiederholt beschrieben 
wurden. 

Die Prophasen setzen sich zu diesem Zeitpunkt zum Teil aus friihen, zum 
Teil aus iberalterten zusammen. Nach 18 Stunden ist die normale Kern- 
farbung und Chromosomenlange wieder allgemein geworden, Anomalien sind 
in keinem Falle haufiger. ‘Die Wurzelspitzen wachsen vor dem schwarzen 
Ring, der oberhalb der Wurzelspitzen aufgetreten war, wei8 weiter. 

Ricksetzung 12 Stunden nach Versuchsbeginn: Ein dhnliches 
Verhalten zeigen die Wurzelspitzen der Pflanzen, die nach 12stiindiger 
Belassung in K-Mangellésung wieder normalen Versuchsbedingungen unter- 
stellt wurden. Die Kernteilungshaufigkeit, die bei der Riicksetzung 3,25% 
betrug, ist nach 12 Stunden nicht veraéndert. Auch 24 Stunden nach Ver- 
suchsbeginn sind nur 6,80% Mitosen ausgezahlt worden. Erst nach 48 Stunden 
ist die normale Teilungsfrequenz mit 11,45% wiedergewonnen. Fir den 
Anstieg zwischen 18 und 24 Stunden ergibt sich eine Differenz von 4,99, 
die mit P < 0,01 gesichert wurde. 

Die Phasenverteilung ist in keiner Weise von diesen Veradnderungen 
betroffen, P = 0,10 bis 0,20, ebenso sind die pathologischen Formen nicht 
vermehrt. Doch driickt sich im Farbeverhalten eine tiefergehende Stérung 
aus — nach 18 Stunden sind die Chromosomen noch immer stark verkirzt, 
auch die Hyperchromasie ist noch nicht zuriickgegangen und mit ihr das ver- 
mehrte Auftreten von iiberalterten Prophasen und friihesten Metaphasen. 
Die Uberfarbung schlagt nach 24 Stunden in eine leichte Hypochromie um, 
unter unwesentlicher Verlangerung der Chromosomen. Die nachste Fixierung 
bringt einen Riickgang zum normalen Verhalten. Nach 48 Stunden ist die 
Schadigung des Kernteilungsablaufes wieder tiberwunden. 

Ricksetzung 24 Stunden nach Versuchsbeginn. Die Pflanzen, 
die 24 Stunden nach Versuchsbeginn in normale Nahrlésung rickversetzt 
wurden und dabei nur noch 0,75% Mitosen aufwiesen, haben sich nach weiteren 
24 Stunden wieder erholt; P < 0,01. Es wurde eine Kernteilungshaufigkeit 
von 9,85% festgestellt, die von diesem Zeitpunkt an konstant bleibt. Die 
Verteilung der einzelnen Mitosephasen hat sich nach der Umsetzung nicht 
mehr verschoben, P = 0,10 bis 0,20. Ebenso kann auch im Nucleinsaure- 
stoffwechsel nach 48 Stunden keine Stérung mehr beobachtet werden. 

Ricksetzung 48 Stunden nach Versuchsbeginn. 24 Stunden 
spater war die Teilungsfrequenz, die bei der Riicksetzung 3,50% betragen 
hatte, erst auf 4,35% erhéht worden. Die nachste Auswertung erfolgte am 
8. Tage. Sie weist 11,60% Mitosen auf, was eine Differenz von 8,54 bedeutet, 
die mit P < 0,01 als gesichert anzusehen ist. Auch in der Stadienverteilung 
ergeben sich gesicherte Abweichungen. Die Prophasen steigen nach 3 Tagen 
von 57,60% auf 68,80% an. Metaphasen sind dagegen mit 17,80% nur wenig 
vermindert, desgleichen die Anaphasen mit 7,80%. Die Telophasen zeigen 
demgegeniiber einen betrachtlichen Rickgang an, sie sind statt zu 10,60% 
nur noch zu 5,60% vertreten. Am 8. Tage ist in der Phasenverteilung wieder 
ein normales Verhalten eingetreten, was, in gleicher Weise fiir den Nuclein- 
sdurestoffwechsel zutrifft. 
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Ricksetzung 3 Tage nach Versuchsbeginn. Die Kernteilungs- 
haufigkeit der nach 3 Tagen riickversetzten Wurzelspitzen hat sich am 
4. Tage noch weiter verringert. Es sind zu diesem Zeitpunkt nur noch 2,45% 
der Kerne in Teilung befunden worden. Auch am 5. Tage ist kein sichtbares 
Wachstum festzustellen, doch ist nach 8 Tagen die Mitosehaufigkeit mit 
12,20% wieder normal geworden; P < 0,01. Wie nach 48 Stunden, so kann 
auch in diesem Versuch eine gesicherte Verschiebung der Stadienverteilung 
verzeichnet werden. Am 4. Tage sinken die Anaphasen von 11,40% auf 
5,80% ab, die Telophasen sind gegeniiber 10,60% mit 13,60% vermehrt 
vorzufinden. In der Prophase und der Metaphase haben sich keine Anderungen 
ergeben, auch die iibrigen Stadien sind nach 8 Tagen wieder in normaler 
Haufigkeit vertreten. 

Ricksetzung 4, 5 und 8 Tage nach Versuchsbeginn. Weitere 
Ricksetzungen wurden nach 4, 5 und 8 Tagen vorgenommen. Am 8. Tage 
wurden die Wurzelspitzen der nach 5 Tagen zuriickgesetzten Pflanzen unter- 
sucht, doch waren noch keine Mitosen aufzufinden. Nach 14 Tagen erbrachte 
die Auswertung fiir alle drei Versuche wieder eine normale Kernteilungs- 
haufigkeit, was ebenso fiir die Phasenverteilung gilt. Im Farbeverhalten 
wurde sogar eine teilweise leichte Hypochromasie bei rere cry Chromo- 
somenverlangerung festgestellt. 

Zusammenfassend ist fiir die Riicksetzungsversuche folgendes hervorzu- 
heben: Je langer die Pflanzen in der Kalium-Mangellésung belassen werden, 
desto langsamer geht die Erholung des Wurzelwachstums vor sich. Die 
Schadigungen des Kernteilungsablaufs sind reversibel, es erholen sich alle 
Pflanzen wieder, und zwar bleibend. Jedoch ist die Reaktion der einzelnen 
Wurzelspitzen auf die Umsetzung als solche recht verschieden, allen Riick- 
setzungsversuchen ist eine gegeniiber dem K- Mangelvervach wesentliche 
Erhéhung der Streuung eigen. 


IV. Diskussion der Ergebnisse. 


Die den vorliegenden Untersuchungen zugrunde gelegte Problem- 
stellung ist. in der bisherigen karyologischen Literatur kaum_beriihrt 
worden. Es liegt zwar fiir die einzelnen Teilgebiete eine gewisse Zahl 
von Angaben vor, sie sind zum Teil jedoch sehr allgemein gehalten und 
umfassen in keinem Falle den ganzen fiir uns in Frage kommenden 
Interessenkreis. 

Es soll nun zunichst die vorliegende karyologische Literatur im 
Hinblick auf die Mangelkulturen und sodann die Literatur des Nuclein- 
siurestoffwechsels kurz zusammengefaBt werden. Daran anschlieBend 
wird die Darstellung der von uns aufgefundenen Reaktionstypen auf die 
verschiedenen Einwirkungsarten gegeben, an die sich eine Erérterung 
der Einzelergebnisse, besonders im Hinblick auf den Nukleinsaurestoff- 
wechsel, anschlieBt.. Da die angewendete Versuchsanstellung bei karyo- 
logischer Auswertung physiologischer Natur war, wird abschlieBend auf 
einige uns in dieser Hinsicht wertvoll erscheinende Ergebnisse hin- 
gewiesen werden. 


Eine Anderung der Kernteilungshaufigkeit bei Nahrstoffmangel ist dfters 
belegt. FREUND (1923) und GEITLER (1925) finden, da8 Nahrsalzmangel 
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bei Oedogonium pluviale und Cyanophyceen zur Einstellung des meristemati- 
schen Teilungswachstums fihrt. Auch fir die meristematischen Wurzel- 
zellen von Pisum sativum ist von SOMMER und SOROKIN (1929) bei Ca-Mangel 
eine von Fall zu Fall geringer werdende Teilungsfolge beschrieben. Dasselbe 
gilt fir Wurzelspitzen von Weizen und Mais — ganzliche Ca-Entfernung 
aus der Nahrlésung bedingt nach Bamrorp (1931) eine unverziigliche Ein- 
stellung des Wachstums. Direkte Aussagen tiber das Fortdauern oder Aus- 
bleiben von Mitosen wurden von REED (1907) gemacht. Er fand bei Faden- 
algen, Moosprotonemen, Wurzelspitzen von Phanerogamen u. a., da® mitotische 
Zellteilungen ohne einen passenden Betrag an K in der Nahrlésung nicht 
stattfinden kénnen. Bei Ca-Abwesenheit werden die Kerne dagegen fiir 
fahig befunden, sich zu teilen. Auch bei Mg-Mangel sollen Zellteilungen 
méglich sein, ihr Verlauf ist dabei etwas verlangsamt. Am schadlichsten 
scheint ihm P-Mangel zu sein. In seiner Abwesenheit waren keine Mitosen 
mehr méglich. REED machte dessen Funktionen bei der Kernteilung dafiir 
verantwortlich, die auch neuerdings von CocKEFAIR (1931) betont wird. Eine 
zahlenmaBige Erfassung der Kernteilungshaufigkeit liegt fiir Pflanzen nur 
durch WaAREN (1933) vor. Er hat die Wirkung des Ca-Mangels auf die Zell- 
teilung bei- Micrasterias rostrata quantitativ verfolgt, und zwar wurde die 
relative Anzahl der nach wiedererfolgter Ca-Zufuhr zur Teilung gelangten 
Zellen, sowie die Teilungszeit beriicksichtigt. 

AuB8er der Feststellung RrEps, da8 bei Mg-Mangel der Mitoseverlauf 
verlangsamt wird, liegen fiir Mangelkulturen bisher keine Untersuchungen 
vor, die sich mit Veranderungen der Stadienverteilung befassen. Doch lassen 
sich in dem benachbarten Gebiet der Chemikalieneinwirkung einzelne Hin- 
weise finden, so bei SAKAMURA (1920) nach Chloralisierung, Atherisierung usw., 
bei Mainx (1924) nach. Einwirkung von verschiedenen Giftstoffen und 
Ewarps (1936) nach Neutralsalzeinwirkung in verschiedenen Konzentrationen. 
Von MOELLENDORFF (1937, I und II) hat in umfangreichen Versuchen den 
EinfluB einiger Substanzen zunachst auf die Mitozahl, dann aber vor allem 
auf die Veranderung der Stadienverteilung in Gewebekultuien untersucht. 
Er konnte an Hand seiner Zeitrafferfilme die Mitosedauer der Einzelphasen 
abmessen und dadurch in Verbindung mit der Kernteilungshaufigkeit den 
Ablauf der Mitose klar bestimmen. Als Erganzung seiner Feststellungen 
uber die Phasenverteilung wurde auch die Auszahlmethode angewandt, im 
allgemeinen 146t sich Ubereinstimmung der Mittelwer te i in der Stadienkur ve 
mit der Filmuntersuchung feststellen. 

Schadigungen von Zytoplasma und Zellkern sind bei Mangelversuchen 
bisher von SOMMER und SOROKIN (1929, 1940), Bamrorp (1931) und Lutman 
(1934) beschrieben worden. SOMMER und SOROKIN wenden sich gegen die 
Befunde HANSTEEN-CRANNERS (1910), der die Ca-Wirkung ausschlieBlich 
als Angriff auf die Zellwande deutet. Sommer und SoOROKIN nehmen neben 
einer Wirkung auf das Zytoplasma mit LoEw (1892) und WARTHIADI (1911) 
eine Wirkung auf den Zellkern an. Sie beobachten verwirrte Mitosen. 
Graduell mit der Ca-Abnahme sollen die meristematischen Zellen der Wurzel- 
spitzen Ubergange von unterbrochenen und unregelmaBigen Mitosen zu 
Pseudoamitosen zeigen. Durch unsere Versuche kann weder die Auffassung 
HANSTEEN-CRANNERS noch diejenige von SOMMER und SoROKIN gestiitzt 
werden, da bei Ca-Mangel unvollstandige oder fehlende Zellwinde sowie 
Pseudoamitosen nur unwesentlich vermehrt vorgefunden wurden. Ebenso 
die anderen Anomalien, so da eher eine Wirkung auf den Kernteilungs- 
ablauf vermutet werden kénnte, da dessen Reaktion auf Ca-Mangel von 
allen Mangelversuchen die heftigste war. 
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Von den genannten Forschern wurde eine Beobachtung iiber GréB8e, 
Form, Verteilung und Fixierungsverhalten der Chromosomen und des 
Nucleolus jedoch nicht angestellt, auf die in unseren Versuchen besonderes 
Augenmerk gerichtet wurde. Abweichungen in der Farbbarkeit der Chromo- 
somen nach Schwermetalleinwirkung stellte LEVAN (1945) fest. NimEc (1904) 
und Manx (1924) machten Angaben iiber Vermehrung der Nucleoli nach 
Chloralisierung und Chloroformierung. PreRce (1937) sah, daB bei P-Mangel 
die Chromosomen von Viola conspersa um die Halfte verkirzt werden. Auch 
SakamMuRA (1920) stellte ausfiihrliche Beobachtungen tiber Form- und 
Gré8enveranderungen der Chromosomen an. Doch machte er im Gegensatz 
zu unseren Auslegungen Plasmaschwache oder -hemmung durch AufSere 
Faktoren bedingt dafiir verantwortlich. 

Fir die Wirkung von Roéntgenstrahlen konnte Marquarpt (1938, 1941) 
auf Grund einer zahlenmaBigen Erfassung von Kerriteilungshaufigkeit und 
Stadienverteilung sowie durch genaue Analyse der Mitoseanomalien gesicherte 
Ergebnisse gewinnen, die eine wesentliche methodische Grundlage fiir die 
Untersuchung experimenteller Wirkungen auf die Mitose darstellen. Vor allem 
ist seine Einteilung der Mitosepathologien in Schadigungen des Primar- und 
des Sekundareffekts bedeutungsvoll. Erstere betreffen Kerne, die wahrend 
der Bestrahlung bereits mit der Mitose begonnen hatten oder unmittelbar 
davor standen. Die Anomalien des Sekundareffekts sind dagegen auf Schadi- 
gungen des bestrahlten Ruhekernes zuriickzufiihren. Fir Temperatur- 
einwirkung wurde diese Untersuchungsweise von BRAUER (1949) angewendet. 
Ihren Versuchen liegt vor allem ein umfassendes Zahlenmaterial zugrunde, 
das durch zahlreiche Chromosomenmessungen gewonnen wurde. 


In den vorliegenden Untersuchungen wurden nun Kernteilungs- 
haufigkeit, Phasenverteilung sowie Mitosepathologien in ihrer Beziehung 
zum Nucleinsiurestoffwechsel betrachtet. Und zwar wurden die Sté- 
rungen des Nucleinsaurestoffwechsels, die durch Nahrstoffmangel her- 
vorgerufen wurden, an Hand von Anderungen des Farbeverhaltens, der 
GréBe und Struktur von Ruhekern, Chromosomen und Nucleolus im 
Vergleich mit Kontrollversuchen erfaBt. 

Zusammenfassende Darstellungen iiber die verschiedenen Angaben 
und Beobachtungen, die im Laufe der letzten Jahre auf allen Forschungs- 
gebieten iiber den Nucleinsiurestoffwechsel angestellt wyrden, geben 
DaRLINGTON (1947) und Koxxier (1947). Sie fuBen letztlich alle auf den 
Ergebnissen CasprrRssons (1939 und 1940), der durch Absorptions- . 
messungen die chemische Feinstruktur der einzelnen Zellbestandteile 
qualitativ und quantitativ bestimmen konnte. Danach setzt sich das 
Chromosom wahrend des Mitosezyklus aus EiweiBen und Nucleinsaéuren 
vom Desoxyribosetyp zusammen, die durch groBe Affinitaét zu basischen 
Farbstoffen ausgezeichnet sind. Den Eiwei-Stoffwechsel kénnen wir 
hier vernachlissigen, uns interessiert in diesem Zusammenhang nur 
das Schicksal der Nucleinséure, deren Ansammlung in den gentragenden 
Substanzen, also dem Euchromatin, nach CasPpERSSON in der Prophase 
stattfindet, wahrscheinlich als Synthese der Desoxyribosenucleinséure 
an dem Chromatid. Durch starke Spiralisation und Entquellung der 
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Matrix wird das Chromosom ein immer kompakteres, stirker gefirbtes 
Gebilde, wie es dann fiir die Metaphase charakteristisch ist. Die Nuclein- 
siuresynthese ist aber, wie CASPERSSON beweist, schon vor Beginn der 
eigentlichen Chromosomenkontraktion abgelaufen, es besteht also kein 
direkter Zusammenhang zwischen Chromosomenkontraktion und 
Nucleinsiuresynthese. In der Telophase soll die in den Chromosomen 
enthaltene Desoxyribosenucleinsiure in den euchromatischen Teilen 
ganz, in den heterochromatischen Teilen dagegen nur wenig abgebaut 
werden. Das hat zur Folge, daB sich in der Telophase das Heterochromatin 
im Gegensatz zum Euchromatin kaum verindert und wegen seines 
hohen Desoxyribosenucleinséuregehaltes auch im Ruhekern sichtbar 
bleibt. Dazu kommt, daB die heterochromatischen Abschnitte in der 
Telophase nicht aufgelockert werden wie das Euchromatin, sie gehen 
daher direkt in den Ruhekern ein als heterochromatische Chromozentren. 

An diese Auslegungen CaspErssons schlieBt sich eine Fiille von teils 
experimentellen Beobachtungen, zum gréBten Teil jedoch theoretischen 
Feststellungen an. Eine systematische Durchuntersuchung der ganzen 
Kernteilungsverhaltnisse im Hinblick auf den Nucleinséurestoffwechsel 
steht jedoch noch aus. Es wurde deshalb in der vorliegenden Arbeit 
versucht, diese Liicke zu schlieBen. Die dabei gewonnenen Ergebnisse, 
die sich auf Grund der Nahrstoffmangelkulturen an Vicia faba heraus- 
heben lassen, sind folgende: 

Es lassen sich in gleichzeitiger Beachtung aller von uns untersuchten 
Gesichtspunkte der Kernteilungshaufigkeit, der Phasenverteilung, der 
Verinderung der Kernstruktur und Chromosomengestalt sowie der 
Mitoseanomalien, soweit sie mit dem Nucleinsiurestoffwechsel in Zu- 
sammenhang stehen, trotz aller Verschiedenheiten fiir simtliche Versuchs- 
ergebnisse Gemeinsamkeiten auffinden, die zur Sonderung von vier 
Haupttypen Berechtigung geben: 1. K-Mangeltyp, 2. Mg-Mangeltyp, 
3. NO,-Mangeltyp, 4. SO,-Mangeltyp. Dem zuerst genannten Typus 
gehéren auBer K-Mangel mit nur geringen Abweichungen auch Ca- und 
PO,-Mangel, Entfernung der Kotyledonen und px-Anderungen an. 
(Letztere s. Fink 1950). Allen Versuchen ist ein sofort einsetzender Abfall 
der Mitosehiufigkeit eigen, der jedoch bei den px-Versuchen und dem 
K-Mangelversuch im Herbst rasch wieder abgebrochen wird. Etwas 
spiter, also verzégert, setzt eine je nach der Schiadlichkeit der Einwirkung 
mehr oder weniger heftige Verschiebung der Stadienverteilung ein, die 
bald wieder zuriickgeht. Die Stérung wird jedoch in den meisten Fallen 
nicht wieder aufgehoben. Sie ist charakterisiert durch ein starkes Ab- 
sinken der Prophasezahl, unter gleichzeitigem Anstieg der Metaphasen- 
haufigkeit. Die Ana- und Telophase wird kaum betroffen. Der absinkenden 
Kernteilungshiufigkeit geht eine sich steigernde Hyperchromasie parallel. 
Die Stérungen des Nucieinsiurestoffwechsels sind gleichzeitig verbunden 
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mit einer fortschreitenden Verkiirzung der Chromosomen, mit einer 
Verstaérkung der Granulation und der heterochromatischen Chromo- 
zentren der Ruhekerne sowie einer Verkleinerung der Nukleolen. Letztere 
weisen Zahlschwankungen auf und werden in der Prophase friiher auf- 
gelést. Ihr Wiedererscheinen in der Telophase erfolgt verzégert. Es 
bereitet immer gréBere Schwierigkeiten, eu- und heterochromatische 
Teile der Chromosomen zu unterscheiden. Allgemein kann bei Hyper- 
chromasie eine reduzierte Zell- und KerngréBe beobachtet werden. Be- 
merkenswert fiir alle Versuche des K-Mangeltyps ist das verspitete Auf- 
treten von Mitoseanomalien, die nach ihrer Steigerung bald wieder 
ausklingen. 

Ein gegensiatzliches Verhalten zeigt der SO,-Mangeltyp. Das schnelle 
Absinken der Mitosehaufigkeit ist gefolgt von einem raschen Anstieg, 
der zur normalen Teilungsfrequenz zuriickfiihrt. Mit dem Abfall der 
Kernteilungen ist eine sich steigernde Unterfarbung verbunden, die nach 
der Wiedererholung der Teilungshaufigkeit etwas zuriickgeht. Eine leichte 
Unterfarbung wird aber stets bewahrt. Hypochromasie bedeutet gleich- 
zeitig Entspiralisierung der Chromosomen, auf denen eu- und hetero- 
chromatische Teile sichtbar sind. Die feingranulére Struktur des Ruhe- 
kerns ist nur von wenigen und dann unscheinbaren heterochromatischen 
Chromozentren unterbrochen. Die Nucleolen sind gro8 und werden in 
der Prophase verzégert aufgelést und sind in der Telophase friiher als 
normal wieder sichtbar. Auch wird bei Hypochromasie allgemein eine 
VergréBerung des Zell- und Kernvolumens beobachtet. Ebenso geht 
der absinkenden Teilungshaufigkeit und der starken Unterfirbung eine 
betrichtliche Vermehrung der Prophasen parallel. Hier wie dort findet 
ein rascher Ausgleich statt, doch bleibt eine erhGhte Prophasezahi zuriick. 
Dasselbe gilt fiir das Auftreten von Anomalien. Auch sie gehen rasch 
wieder zuriick, ein geringer Prozentsatz bleibt jedoch erhalten. 

In der Mitte zwischen diesen beiden Extremtypen stehen der Mg- und 
der NO,-Mangeltyp. 

Den Mg-Mangeliyp charakterisiert ein sofortiges, aber langsameres 
Absinken der Kernteilungshaiufigkeit bis zur Unterschreitung der 
7%-Grenze, damit verbunden ist eine Hypochromasie der Ruhekerne, 
deren Begleiterscheinungen bereits beschrieben wurden. Die Phasenver- 
teilung ist nur unwesentlich verandert, ebenso die Zahl der pathologischen 
Formen. Bis hierher gilt das Gesagte fiir Mg- und Fe-Mangel. Bei 
Fe-Mangel wird die Kurve nun rasch abgebrochen, es folgt ein Riickgang 
zum normalen Verhalten. Zuriick bleibt nur eine leicht intensivere 
Farbung. Bei Mg-Mangel fallt die Mitosehaufigkeit nach Uberschreitung 
der 7%-Grenze rasch ab, halt jedoch einen gewissen Prozentsatz ein, 
der bis zur Wiedererholung aller Pflanzen in derselben Hohe beibehalten 
wird. Parallel damit geht eine Uberfirbung der Ruhekerne, die in der- 
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selben Starke bewahrt wird, ebenso eine sich gleichbleibende Zunahme 
der Anzahl pathologischer Abweichungen. Die Phasenverteilung ver- 
schiebt sich betraichtlich wahrend des Mitoseabfalls, um ebenfalls die 
erreichten Prozentsitze der Stadien beizubehalten. 

Fiir den NO,;-Mangeltyp ist charakteristisch, daB praktisch keine 
- Anderung der Kernteilungserscheinungen bis 8 Stunden nach Versuchs- 
beginn stattfindet. Nach diesem Zeitpunkt sinkt die Mitosehaufigkeit 
plétzlich unter 7%, damit setzen auch Stérungen der Stadienverteilung 
ein. Die Prophasezahl wird stark reduziert und infolge davon alle iibrigen 
Stadien in ihrem Vorkommen relativ vermehrt. Zugleich tritt eine 
heftige Schidigung des Nucleinsdurestoffwechsels zutage, die sich in 
einer starken Hyperchromasie auBert. Schwankungen, die den ganzen 
Versuch durchziehen, bedingen in der Folge rhythmische Veranderungen 
der Kernteilungshaufigkeit, der Phasenverteilungsverhaltnisse sowie des 
Nucleinséurestoffwechsels. Bei ansteigender Mitosezahl setzt Hypo- 
chromasie ein. Chromosomenanomalien sind im ganzen Versuch nur 
unwesentlich vorgefunden worden. 

An dieser Stelle mége hervorgehoben werden, daB trotz der Zugehorig- 
keit des NO,- und PO,-Mangels zu zwei verschiedenen Typen die beiden 
Versuche viel Gemeinsames aufweisen. So ist die soeben hervorgehobene 
unwesentliche Erhéhung der Anomalienzahl auch dem PO,-Mangel 
eigen und bleibt auf diese beiden Versuche beschrankt. Ebenso sind 
die starken rhythmischen Schwankungen fiir beide Versuche charakte- 
ristisch. 

Die schiadlichen Einwirkungen beispielsweise des SO,-Mangels auf 
' den Nucleinsaurestoffwechsel kann als Hinderung der normalen Synthese 
der Desoxyribosenncleinéure gedeutet werden, was sich in einer weit- 
gehenden Unterfarbung der Metaphasechromosomen kundtut. Damit 
verbunden ist eine betrachtliche VergréBerung der beiden Nuc'eoli, die 
auBerdem verfriiht aufgebaut werden. CaspERssoN (1947) macht fiir die 
Erscheinung der Nucleolusvergréferung eine rege Tatigkeit des dem 
Nucleolus anliegenden Heterochromatins verantwortlich, das in der 
Telophase Substanzen von Proteinnatur, wahrscheinlich mit Diamino- 
siuren produziert. Die Anhaiufung dieser Substanzen stellt die Haupt- 
menge des Nucleolus dar. Gleichzeitig steigt durch die Diffusion dieser 
Stoffe zur Kernmembran iiber den Umweg einer intensiveren Bildung 
von Ribosenucleotiden der Proteingehalt des Plasmas, was in unseren 
Versuchen durch VergréBerung des Zellvolumens zum Ausdruck kam. 
Kine offene Frage ist dagegen das beobachtete verspatete Auflésen des 
Nucleolus. Da sich nach Caspersson Ribosenuc!leinsiure nicht nur im 
Zytoplasma, sondern ebenso im Nucleolus nachweisen laBt, ist es denkbar, 
daB der Nucleolus eine Quelle der Ribosenucleinsiure fiir die Synthese 
der Desoxyribosenucleinséure darstellt, was sich bei Unterbrechung 
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der Umwandlung von Ribose- zu Desoxyribosenucleinsiure in einer 
verzogerten Auflésung des Nucleolus geltend macht. Doch kénnen 
hiertiber nur Vermutungen angestellt werden, ein tieferes Eindringen 
in das Problem kénnte mit Hilfe der Methode zur Ribosenucleinsaure- 
Bestimmung (BracHET 1940) erwartet werden. 

Eine weitere Begleiterscheinung der Nucleinsiureverarmung ist ein 
feingranulérer Bau aller Ruhekerne sowie das Vorhandensein sparlicher 
und nur schwach ausgebildeter heterochromatischer Chromozentren; 
ebenso eine mangelhafte Spiralisation insbesondere der Metaphase- 
Chromosomen, weshalb in Verbindung mit dem blockierten Nachschub von 
Desoxyribosenucleinsiure Eu-und Heterochromatin unterscheidbar bleiben. 

Mit der Uberladung an Desoxyribosenucleinsiure ist dagegen eine 
starke Spiralisation der Chromosomen verbunden, so daB an den Meta- 
phasechromosomen zwischen Eu- und Heterochromatin kein Unterschied 
mehr bemerkbar ist, die Chromosomen treten als einheitlich dunkel 
gefarbte Einheiten in Erscheinung. Dariinetons Feststellung bei Hyper- 
und Hypochromasie in den Versuchen La Cours (1944) ,,Neither of these 
effects seriously changes the total chromosome size“ trifft in unseren 
Versuchen in keinem Fall zu. Nach genauen Messungen ist bei Uberladung 
mit Desoxyribosenucleinsiure eine Verkiirzung beinahe um die Hilfte 
und bei Verarmung eine Verlangerung um ein Drittel der Gesamtlainge 
der Kontrollchromosomen festgestellt worden. 

Einen Spezialfall der Unterfairbung stellt die ,,half-starvation“ 
(DARLINGTON, 1947) dar: Bestimmte Chromosomensegmente sind dabei 
dinner, weniger gefarbt, aber zur normalen Lange spiralisiert. Das Hetero- 
chromatin soll in diesem Falle nicht die volle heterochromatische Beladung 
aufnehmen. Nach AvEerBacH (1943) reprasentieren diese Segmente, die 
nur schwach mit Desoxyribosenucleinsiure beladen sind, schwache 
Stellen in der Organisation der Polypeptidketten, wo die Chromosomen 
gewohnlich brechen. Fiir Chromosomenenden ist die Ausbildung von 
damit identischen ,,Spezialsegmenten“ von GEITLER (1940) nach Ein- 
wirkung von niederen Temperaturen beschrieben worden. Ebenso ist 
fiir die interstitiellen Partien der Chromosomen das Auftreten heller 
Segmente in unseren Versuchen festgestellt worden (vgl. Abb. 16). 
Doch traten diese Bilder relativ selten auf. Sie wurden dann besonders 
in der friihen Metaphase beobachtet, und nur dann, wenn eine geringe 
Schadigung des Nucleinsiurestoffwechsels vorlag, also die Farbung von 
Metaphasechromosomen und Ruhekern noch normal war. AUERBACH 
beschreibt in Untersuchungen mit Senfgas das Auftreten von hellen 
Segmenten ebenfalls nur im Anfangsstadium der eintretenden Stérungen. 

Nach Daruineton (1947) ist durch die Nucleinsiureverarmung eine 
erhéhte Bruchbereitschaft gegeben. NucleinsaureiiberschuB soll dagegen 
eine herabgesetzte Bruchbereitschaft (s. auch KoLLEer, 1947) und Ver- 
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klebungstendenz verursachen. Diese Unterscheidung kann von uns trotz 
sorgfaltiger Priifung der vorliegenden Versuchsergebnisse nicht bestitigt 
werden. Im besten Falle kann eine Tendenz zu diesem Verhalten hin 
gefunden werden, doch wurde eine sehr weitgehende Uberschneidung 
nach beiden Richtungen hin allgemein beobachtet. Dasselbe gilt fiir 
den Ausfall der Anaphasebewegungen und das Auftreten von 4 -Kernen 
bei Hypochromasie, sowie bei Hyperchromasie die Bildung multipolarer 
Spindeln und zahlreicher kleiner Teilkerne (La Cour, 1944). Das Auf- 
treten von Mitoseanomalien kann in unseren Versuchen nicht mit St6- 
rungen des Nucleinsdiurestoffwechsels in Zusammenhang_ gebracht 
werden, da keine Herausstellung gemacht werden kann, welche Anomalien 
fir Nucleinsiureverarmung und welche fir Nucleinsiureiiberschu8 
charakteristisch sind. Es muB an dieser Stelle hervorgehoben werden, 
daB dieselben Mitoseanomalien, die in unseren Versuchen zutage traten, 
auch nach Medienwechsel und Temperatureinwirkung beobachtet wurden 
(Braver, 1949), ebenso nach Chloralisierung (NEMEC, 1904), Atherisierung, 
Chloroformierung, Plasmolyse, Heteroderainfektion usw. (SAKAMURA, 
1920) und nach Alkaloideinwirkung (Manx, 1924). Yamana (1927) 
lieB die verschiedensten Substanzen auf Wurzelspitzen einwirken. Im 
Prinzip sind es immer dieselben Stérungen, was auch VON MOLLENDORIF 
(1938) hervorhob, der Untersuchungen bei stirkster Hyper- und Hypo- 
tonie, Alkohol, Colchicin, Geschwiilsten usw. anstellte. Das Unspezifische 
der Mitosepathologien, das von allen Forschern hervorgehoben wird, 
bestatigt sich auch in unseren Versuchen. 

Bei den von uns festgestellten Mitoseanomalien handelt es sich nahezu 
ausschlieBlich um St6rungen des Primireffektes. Chromosomenumbauten 
und -anderungen, wie sie von Marquarpt fiir den Sekundireffekt bei 
Réntgeneinwirkungen beschrieben wurden, konnten in unseren Ver- 
suchen kaum beobachtet werden, wenigstens nicht haufiger als spontan. 
Die strukturellen Verinderungen der Chromosomen halten sich somit 
in normalen Grenzen, was in Einklang gebracht werden kann mit den 
Ergebnissen D6rinGs (1937) und von StuBBE und Dérine (1938), die 
bei Nahrstoffmangelversuchen an Antirrhinum majus die Mutationsrate 
im Durchschnitt nur dreimal so hoch befunden hatten, als normal. 

Die von Darurneton (1947) und KoLuER (1947) beschriebene Ver- 
zogerung der Mitose bei Nucleinséiureverarmung kann bei SO,-Mangel 
bestatigt werden, da hier trotz rasch absinkender Kernteilungshaufig- 
keit ein Anstieg der Prophasezahl vorliegt, der der zunehmenden 
Unterfarbung parallel geht. Gleichzeitig werden die iibrigen Mitose- 
phasen gleichmaBig stark vermindert, so daB eine Verzdgerung der 
Mitose in den Anfangsstadien vermutet werden kann. 

In den vorliegenden Untersuchungen konnte in der Regel eine betricht- 
liche Abnahme der Prophasezahl bei zunehmender Hyperchromasie 
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beobachtet werden, was eine Uberladung mit Desoxyribosenucleinsiure 
bedeutet. Kotter (1947) beschreibt bei sich teilenden Tumorzellen eine 
rasche Bildung von Desoxyribosenucleinsiure, weswegen auch die Pro- 
phase der Tumorzellen sehr kurz ist. Er bringt diese Erscheinung mit 
der Anderung der Nucleinsiuresynthese in Zusammenhang. Man miiBte 
dabei annehmen, da8 durch das Uberangebot eine schnellere Synthese 
der Desoxyribosenucleinsiure an den Chromosomen ablauft und die 
Prophase sich dadurch schneller abwickelt. Es gibt nun auch eine andere 
Auslegung als die einer Prophaseverminderung auf Grund einer Des- 
oxyribosenucleinsiureiiberladung, namlich daB sich umgekehrt dieser 
Desoxyribosenucleinsaureiiberschu8 aus der Verminderung der Pro- 
phase ergibt; insbesondere deshalb, weil nicht nur Desoxyribosenuclein- 
siuretiberschu8 und Prophaseverminderung zusammenfallen, sondern 
in der Regel auch ein Abfall der Teilungshaufigkeit damit verbunden ist. 
Es werden also weniger Mitosen eingeleitet und deshalb — so kénnte 
man annehmen — sind die Prophasen prozentual geringer vertreten?. 

Es wiirde sich nun die starke Uberfarbung der Chromosomen dadurch 
erklaren lassen, da durch die mangelnde Teilungsbereitschaft ein Uber- 
schu8 an Desoxyribosenucleinséure vorhanden ist. Man wiirde dabei 
annehmen, daB eine Anreicherung der Desoxyribosenucleinsiure an 
den Orten des Verbrauches stattfindet, was jedoch eine Diffusion zwischen 
den Zellen, wie sie von KOLLER angenommen wird, voraussetzt. Eine 
Wanderung von Molekiilen durch die Zellmembran 1é8t auch die Ultra- 
filtertheorie zu, doch ist das Nucleinséuremolekiil ein hochpolymeres 
Kettenmolekiil mit komplizierten kolloidchemischen Eigenschaften, das 
ein Molekulargewicht bis 500000 aufweist. Vor allem spricht gegen die 
Annahme einer Diffusion der Desoxyribosenucleinsiure zwischen den 
Zellen und innerhalb des Gewebes die Tatsache, da8 sich die Uberfirbung 
(wie es auch bei Unterfairbung der Fall ist) nicht nur auf die Zeitspanne 
zwischen Prophase und Telophase erstreckt, in der also der Auf- und 
Abbau der fairbbaren Desoxyribosenucleinsiure vor sich geht, sondern 
auch auf den Ruhekern. Auch die Ruhekerne treten z. B. im Falle der 
Hyperchromasie viel intensiver gefirbt in Erscheinung, daneben sind die 
Grana und heterochromatischen Chromozentren betrachtlich starker aus- 
gebildet. Man kénnte sich deshalb eher vorstellen, daB eine Storung 
des Nucleinsiurestoffwechsels innerhalb der einzelnen Zellen auftritt, 
die sich so auswirkt, daB in der Telophase die Abwanderung der Des- 
oxyribosenucleinsiure von den Chromosomen gestért ist und sich daraus 
sowohl eine starke Farbbarkeit als auch hervortretende Granulation und 
heterechromatische Chromozentren ergeben. Bei dieser Erklarung ist 


1 Die starke Anhiufung dr Metaphasen, die hier allgemein beobachtet 
wird, ergibt sich aus dem Ansammeln von beeudeten Prophasen. Ana- und 
Telophase sind in diesem Falle von einer Anderung nicht betroffen. 
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auch die damit in Verbindung stehende, reduzierte Nucleolusgr6éBe ver- 
standlich, da in demselben MaBe die Oxydation zu Ribosenucleinsiure 
verlangsamt ist. 

Lassen sich nach dem soeben Ausgefiihrten bestimmte Verschiebungen 
der Stadienverteilung mit Stérungen des Nucleinsdurestoffwechsels in 
Verbindung bringen, so bleibt folgende Beobachtung davon ausgeschlossen : 

von MoELLENDORFY (1947) stellte fest, daB Verlangerung der Meta- 
phase durch quellende Salze in vielen Fallen etwas anderes bedeutet, 
als wenn die Verzégerung durch entquellende Salze hervorgerufen wird. 
DaB die Verzégerung der Metaphase sowohl in die friihe Metaphase, 
die Phase der ungeordneten Bewegungen fallen kann, als auch den Beginn 
der Anaphase hinauszuzégern vermag. In unseren Versuchen tritt diese 
Unterscheidung bei Anionen- und Kationenmangel klar zutage. Sie 
wird innerhalb des Kationenmangels bei den Antagonisten K und Ca 
am deutlichsten. Unter bestimmten Bedingungen ist es eine der Wir- 
kungen der Kationen, durch Entladung ihrer negativen Eigenladung 
entquellend zu wirken. Bei gleichzeitigem Vorhandensein von Ca und K 
kann man aber geradezu von einer entquellenden Wirkung des Ca und 
einer quellenden Wirkung des K sprechen, da Ca als zweiwertiges Ion 
viel starker entquellend wirkt als das einwertige K. Demgema8 auBerte 
sich bei K-Mangel (also Ca-UberschuB) die entquellende Wirkung des Ca 
in einer verzégerten Eréffnung der Kernmembran. Es traten tiberaus 
haufig iiberalterte Prophasen und friiheste Metaphasen auf. In diesem 
Falle setzt sich also der hohe Prozentsatz der Metaphasen aus friihesten 
Metaphasen zusammen, wahrend bei Ca-Mangel (durch die von dem 
K-UberschuB hervorgerufene Quellung) nicht, oder nur schwach ausgebilde- 
ten Spindeln als Ursache fiir das starke Anlaufen von Aquatorialplatten 
gedacht werden kénnen. 

Da sowohl bei Ca- als auch bei K-Mangel eine starke Hyperchromasie 
vorliegt, kann hier ebenso wie bei dem oben erwaihnten Auftreten von 
Mitoseanomalien an eine Beziehung zum Nucleinsaiurestoffwechsel nicht 
gedacht werden. Auch bei dem Auftreten von Mitoseanomalien kann 
eher eine Stérung der Viskositaétsverhaltnisse innerhalb der Zellen ver- 
mutet werden, da trotz der relativen Gleichfoérmigkeit des Auftretens 
von Mitoseanomalien in den einzelnen Versuchsreihen doch gewisse 
Unterscheidungen bei Anionen- bzw. Kationenmangel gemacht werden 
kénnen. So fehlen die bei Kationenmangel: sehr charakteristischen 
gelappten und gefurchten Ruhekerne bei Anionenmangel in der Regel 
vollig. 

AbschlieBend sei hervorgehoben, daB bei dem jeweiligen Niahrstoff- 
entzug die Auswirkungen auf den Nucleinsiurestoffwechsel wohl charak- 
teristisch sind, daB sich jedoch keine Parallelen zu dem chemischen Auf- 
bau des Nucleinsiuremolekiils auffinden lassen. Es war zu erwarten, 








Untersuchungen tiber die Wirkung von Nahrsalzmangel. 561 


daB vor allem ein Mangel an P, S, N sich geltend machen wird und das 
Fehlen von K, Mg, Ca, Fe erst in zweiter Linie hervortritt. Doch JaBt 
sich eine solche Unterscheidung auf Grund unserer Versuche nicht machen. 
AuBer dem Fe-Mangel ist allen Mangelkulturen eine empfindliche Stérung 
des Nucleinsiurestoffwechsels gemeinsam, dessen Auswirkungen jedoch 
jeweils verschieden sind. Diese Feststellung lat sich mit den Ergebnissen 
der Mutationsforschungen vergleichen (OEHLKERS, 1946), wo verschiedenste 
Substanzen, die unter sich und zu der Struktur der Chromosomen nicht 
die geringste chemische Beziehung zeigen, gleichartige Effekte auszulésen 
vermégen, wenn auch quantitativ nicht in der gleichen Menge. 


Die Problemstellung unserer Untersuchungen ist nicht allein karyo- 
logisch, sondern auch stoffwechselphysiologisch. Es sollen daher einige 
Beobachtungen physiologischer Natur im folgenden beriicksichtigt werden. 

Bei allen angestellten Mangelversuchen, die einen Abfall der Teilungs- 
frequenz gezeigt hatten, war vom 8. Tage an ein erneutes Ansteigen der 
Mitosehaufigkeit zu verzeichnen. Und zwar erreichte oder iiberstieg 
sie, auBer bei NO,-Mangel, den Anfangswert. Je nach der Beschaffenheit 
der betreffenden Einwirkung hielt sich der Prozentsatz dauernd, oder aber 
er sank innerhalb eines weiteren Zeitraumes wieder ab. Ein verspitetes 
Mobilisieren der in den Kotyledonen gespeicherten Nahrstoffe mu8 auBer 
acht gelassen werden, da auch nach Entfernung der Kotyledonen mit 
dem 8. Tage ein erneutes Wachstum einsetzte. Ebenso kénnen die von 
LunpEGARDH (1932) bei mangelnder Ionenbilanz der Nahrlésung von 
den Wurzeln an das AuBenmedium abgegebenen Ionen (was auch von 
Hoacuanp (1923) und NikLtewski, KravsE und Lemanc2yxk (1928) fiir 
Einzelsalzlésungen bestatigt wurde) fiir die neu aufkommende Teilungs- 
fahigkeit nicht in Betracht gezogen werden; denn von PouiTzER (1924) 
wurde ein gleicher Effekt auf die Zellteilung fiir die Einwirkung von 
Neutralrot beobachtet. Hierbei erstreckte sich die mitosefreie Zwischen- 
zeit jedoch nur von 8 bis 12 Stunden bis 2 bis 3 Tage. Wir méchten 
diese Erscheinung daher als Regulation im Sinne voN MoELLENDORFF 
(1938) auslegen, als eine Fahigkeit der Pflanzen, ihren K6rper in gewissen 
Grenzen einer Anderung der Umwelt anzupassen. VoN MOELLENDORFF 
ninamt an, daB8 unter abnormen inneren und éuBeren Milieubedingungen 
die gesamten Zellen oder ein Teil derselben umgestimmt worden sind 
und das Bestreben der lebendigen Masse mehr oder weniger vollkommen 
verwirklicht haben, mit ihrer Umwelt in ein Gleichgewicht zu kommen. 
Daran anschlieBend gibe es eine weitere Interpretationsméglichkeit 
derart, daB das verinderte Naihrmedium einen Reiz darstellt, der nun 
seinerseits den ersten Abfall der Teilungshaufigkeit bedingt. In allen 
Fallen tritt eine sofortige Schockwirkung ein, die nur bei NO,-Mangel 
verzogert erscheint, was aber damit zusammenhiingen mag, daB der 

Chromosoma, 3. Bd., Heft 6. 38 
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Umbau und dann Aufbau der NO,-Ionen zu héheren EiwejBen relativ 
langsam vor sich geht und ein Eiwei8mangel sich erst nach einer gewissen 
Zeitspanne bemerkbar machen wird. — Durch diese Schockwirkung, mit 
der erst in zweiter Linie die jeweilige Ionenwirkung kombiniert ist, wird, 
wie man annehmen kann, das Mizellargefiige der Zellkolloide verandert. 
Die Einzelmolekiile erleiden Formveranderungen durch Lésen oder 
Sprengen von inter- und intramolekularen Bindungen, eingeleitet und 
durchgefiihrt durch Spannungen innerhalb der Einzelmolekiile, die 
ihrerseits durch Anderung der Ladungsverteilung und Hydratation, durch 
Dislozierung von Wasser usw. hervorgerufen werden (Theorie von Mirsky 
und Pavutine (1936), s. auch Bogen [1948]). Der Gewdhnugseffekt 
seinerseits wiirde nun ein Eingehen neuer Bindungen als intra- und 
intermolekulare Umgruppierung der Seitenketten darstellen, deren Auf- 
bau den neugeschaffenen Bedingungen voriibergehend oder fiir ganz 
gewachsen ist. 

Im weiteren soll eine Betrachtung iiber die jahreszeitliche Ver- 
schiedenheit der einzelnen Versuche angefiigt werden, die sich aus dem 
unterschiedlichen Kurvenverlauf des K-Mangelversuches vom Mai und 
September ergibt. In beiden Versuchen waren die Temperatur sowie 
alle anderen Versuchsbedingungen konstant gehalten worden. Die vollige 
Abwesenheit von K aus der Nahrlésung wurde durch spektroskopische 
und fallungsanalytische Untersuchungen bestatigt. Der einzige AuBen- 
faktor, der sich geandert hat, ist die Jahreszeit. Da auch bei Ca-Mangel 
das Wachstum im Herbst langsamer abfiel als es im Sommer der Fall 
war, muB ein unterschiedliches Reagieren der Versuchspflanzen zu den 
verschiedenen Jahreszeiten angenommen werden. An eine zufallige Uber- 
einstimmung kann deshalb nicht gedacht werden, da beide Versuche 
Ende September, jedoch in zwei verschiedenen Jahren ausgefiihrt wurden. 

Man kann nun folgende Erklarungsméglichkeiten dafiir in Betracht 
ziehen: Es ist fiir Langtagspflanzen, zu denen auch Vicia faba gehdrt, 
bekannt (BUNNING, 1939), daB die Bliitenbildung durch eine Verlangerung 
der Beleuchtungsdauer beschleunigt wird. Sinkt die tagliche Beleuch- 
tungsperiode unterhalb 12 bis 14 Stunden, so kommen die Pflanzen nicht 
zum Bliihen, sie entwickeln sich jedoch sehr iippig vegetativ. Da dieses 
verstarkte vegetative Wachstum sowohl im Herbst als auch im Frihjahr 
beobachtet werden konnte, wire es denkbar, daB die Pflanzen zu diesen 
Jahreszeiten bei Versuchsbeginn, also im Alter von 2 Wochen, so kraftig 
waren, daB sie weniger stark auf den jeweiligen schadlichen EinfluB ant- 
worteten. Was gegen diese Auslegung spricht, ist die Tatsache, daB sich 
trotz dieses iippigen Wachstums im Frihjahr und Herbst die Streuung 
. wesentlich vergréBerte und ein vermehrter Ausfall von Versuchspflanzen 
vorlag, der bedingt war durch die Anfalligkeit gegeniiber Mikroorganismen. 
Me.cu=rs und Lane (1948) bezeichnen es fiir Langtags- wie fiir Kurztags- 
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pflanzen als sehr charakteristisch, daB offenbar im Wesen photoperio- 
discher Reaktionen das Verhalten gegeniiber Variationen der Licht- 
intensitét begriindet ist. Im AnschluB daran wire es denkbar, daB das 
empfindliche Verhalten der Kernteilungshaufigkeit und damit des Wurzel- 
wachstums wahrend der Sommermonate auf die starke Beleuchtungs- 
intensitaét zuriickzufiihren ist, die natiirlich im Herbst nachlaBt. Anderer- 
seits bedingt zu diesem Zeitpunkt die endogene Jahresrhythmik den 
betrachtlichen Ausfall an Versuchspflanzen. Im Winter geniigt auch bei 
Kontrollpflanzen schon die Umsetzung in die Versuchslésung, um das 
Wurzelwachstum zu sistieren. 

Eine weitere Frage ist die nach der Ursache der unterschiedlichen 
Reaktion des Wurzelwachstums bei Ersetzung des betreffenden Mangel- 
ions durch zwei verschiedene Elemente. Fiir die Schadlichkeit dieser 
UberschuBionen kann folgende Gleichung aufgestellt werden: K < Na < 
< Ca, was mit dem von LunpEGARDH (1932) gegebenen Schema iiber 
die Giftwirkung der Kationen in Einklang steht: K < Mg < Ca < 
< Mn < Fe. DaB auBerdem Na schadlicher ist als K, ist nicht nur fiir 
Ionenmangelversuche, sondern auch fiir zahlreiche andere physiologische 
Prozesse bekannt (EISELSBERG, 1937,..Prrson, 1939). Andererseits ist 
verstindlich, daB bei der Ersetzung von SOQ, das eine Mal durch NO,, 
das andere Mal durch Cl,-Ionen kein unterschiedliches Verhalten zu 
verzeichnen war, wenn man die an sich geringere Anionenwirkung in 
Rechenschaft zieht. SO,-Mangel wird auch in den Hauptversuchen als weit- 
gehend unschidlich fiir das Wurzelwachstum befunden, zumindest fiir die 
Dauer des Versuchs. Ebenso finden StuBBE und Dérine (1938) im Unter- 
schied zu anderen Mangelversuchen die Erhéhung der Mutationsrate bei 
S-Mangel statistisch nicht ganz gesichert. So diirfte auch eine erhéhte 
Zugabe von NO, oder eine Beigabe von Cl,-Ionen zu einer sonst Cl-freien 
Lésung keine schadliche Wirkung ausiiben. 

Beim Uberblick iiber die gefundenen Ergebnisse, die sich aus der 
Ersetzung des Mangelions durch Ionen verschiedener Elemente ergeben, 
‘liegt der Schlu8 nahe, daB nicht allein die Mangelwirkung eines Nahr- 
elementes fiir die Schidigung der Pflanze maBgebend ist, sondern viel 
eher der UberschuB des betreffenden Ersatzions, was von verschiedenen 
Forschern wie Scumatruss (1933), Bamrorp (1931) und Epwarps 
(1936) gegeniiber einer Auffassung, wie sie z. B. bei SommER und SoROKON 
(1929) vorliegt, vertreten wird. Wenn beispielsweise bei Ca-Mangel das 
Fehlen des Calciums allein fiir die Zell- und Kernschaidigungen ver- 
antwortlich gemacht wird, ist ein so unterschiedliches Verhalten bei Er- 
setzung des Ca durch verschiedene Ionen nicht zu erwarten, wie es tat- 
sachlich der Fall ist. 
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V. Zusammenfassung. 


1. Nach Entzug bestimmter Elemente aus der Nahrlésung wurden 
Schidigungen des Mitoseablaufes an Anderungen der Kernteilungs- 
hiufigkeit, der Phasenverteilung sowie am Auftreten von Mitoseano- 
malien an Wurzelspitzen von Vicia faba erfaBt. 

2. Die Stérungen des Nucleinséurestoffwechsels der Zellen wurden 
an Anderungen des Farbeverhaltens, der GréBe und der Struktur von 
Ruhekernen, Chromosomen und Nucleolen erkannt. 

3. Trotz charakteristischer Verschiedenheiten in der Beantwortung 
der jeweiligen Einwirkimg lassen sich fiir alle Versuchsergebnisse Gemein- 
samkeiten auffinden, die zur Sonderung von 4 Haupttypen Berechtigung 
geben: K-Mangeltyp, Mg-Mangeltyp, NO,-Mangeltyp, SO,-Mangeltyp. 

4. Dem K-Mangeltyp gehéren auBer K, Ca, PO,-Mangel auch die 
Entfernung der Kotyledonen und die pg-Versuche (Fink, 1950) an. 
Neben den Schidigungen des Kernteilungsablaufes zeichnen sich diese 
Versuche durch Hyperchromasie aus. ; 

5. Das entgegengesetzte Verhalten zeigt der SO,-Mangeltyp, dem 
eine starke Hypochromasie eigen ist. 

6. Der NO,-Mangeltyp sowie der Mg-Mangeltyp (dem daneben Fe- 
Mangel angehért) stehen in der Reaktionsweise zwischen diesen beiden 
Extremtypen. 

7. Hyperchromasie ist verbunden mit Verkiirzung der Chromosomen, 
auf denen eu- und heterochromatische Teile nicht unterschieden werden 
kénnen. Die Ruhekerne weisen eine Verstéarkung der Granulation und 
der heterochromatischen Chromozentren auf. Die Zell-, Kern- und Nucle- 
olusgr6éBe ist reduziert. Letztere weisen Zahlschwankungen auf, werden 
in der Prophase friiher aufgelést und treten in der Telophase verzégert 
wieder in Erscheinung. 

8. Hypochromasie bedeutet gleichzeitig Entspiralisierung, also Ver- 
langerung der Chromosomen, auf denen eu- und heterochromatische 
Teile gut sichtbar sind. Die Struktur des Ruhekernes ist feingranular 
mit unscheinbaren heterochromatischen Chromozentren. Die Nucleolen 
sind groB, sie werden in der Prophase verzégert aufgelést und in der Telo- 
phase friiher wieder sichtbar. Es kann allgemein eine VergroBerung des 
Zell- und Kernvolumens festgestellt werden. 

9. Anderungen der Kernteilungshaufigkeit und in vielen Fallen auch 
der Stadienverteilung kénnen mit Stérungen des Nucleinsdurestoff- 
wechsels in Zusammenhang gebracht werden. 

10. Das gilt nicht fiir die Mitoseanomalien. Es kann keine Einteilung 
gemacht werden in pathologische Formen, die fiir Hyper- und die fir 
Hypochromasie charakteristisch sind. 
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11. Bei allen schidlichen Einwirkungen, die einen Abfall der Teilungs- 
haufigkeit verursacht hatten, fand eine voriibergehende oder bleibende 
Wiederholung des Wurzelwachstums vom 8. Tage ab statt. 

12. Die Versuchspflanzen reagieren jahreszeitlich verschieden auf den 


Nahrungsentzug. 
13. In den meisten Fallen liegt eine unterschiedliche Reaktion des’ 


Wurzelwachstums bei Ersetzung des betreffenden Mangelions durch 
zwei verschiedene Ersatzionen vor. 
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DIE ANWENDUNG DER VARIANZANALYSE 
BEI DER AUSWERTUNG ZY LOLOGISCHER UNTERSUCHUNGEN. 


Von 


CoRNELIA Harte. 
Mit 2 Textabbildungen und 2 Tabellen. 
(Hingegangen am 26. September 1949.) 


I. Einleitung. 


Bei cytologischen Untersuchungen ist, wie iiberall dort, wo keine 
Alles-oder-nichts-Reaktion vorliegt, eine Variabilitit der Reaktionsweise 
gegeniiber den experimentellen oder natiirlichen Einfliissen gegeben. Aus 
diesem Grunde ist eine statistische Auswertung der Untersuchungs- 
ergebnisse notwendig, um zu einer gesicherten Aussage dariiber zu ge- 
langen, ob die beobachteten Differenzen der Mittelwerte von sich iiber- 
schneidenden Variationsbereichen auf tatsichlich vorhandenen Unter- 
schieden beruhen oder ob sie zufalliger Natur sein kénnen, d. h. aber, 
ob die angewendeten Bedingungen einen EinfluB auf die untersuchte 
Reaktion ausgeiibt haben oder nicht. Wie weit die SchluBfolgerungen 
gehen, die aus einem gegebenen Versuchsmaterial gezogen werden konnten, 
hangt nicht nur von der Art des Versuches und der Wirkungsstirke der 
experimentellen Einfliisse ab, sondern wird weitgehend davon bestimmt, 
ob die zur Auswertung herangezogene statistische Methode es gestattet, 
aus den vorliegenden Daten alles herauszuholen, was an Aussagen midg- 
lich ist. 

In den folgenden Darlegungen ist soweit wie méglich auf mathe- 
matische Formulierungen verzichtet worden, die in den einschligigen 
Biichern geniigend dargestellt sind, und versucht, die Grundsitze der 
Methoden und die Méglichkeiten und Grenzen ihrer Anwendung auf das 
vorliegende Problem zur Darstellung zu bringen. 
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II. Vergleich der Anwendung verschiedener statistischer Methoden bei der 
Untersuchung der Teilungsfrequenz in den Wurzelspitzen von Vicia faba. 


Ein besonders deutliches Beispiel fiir die Abhangigkeit der Versuchs- 
ergebnisse von der statistischen Methode findet sich in den Untersuchungen 
von BravEr! iiber die Beeinflussung des Teilungswachstums im Wurzel- 
-spitzenmeristem von Vicia faba. Die Verf. muBte in den ersten Ver- 
dffentlichungen, bei denen die Befunde mit Hilfe des t-Testes ausgewertet 
wurden (1949 a, b, 1950 b) mehrfach darauf hinweisen, daB zwar Diffe- 
renzen zwischen zwei Mittelwerten beobachtet wurden, von denen ver- 
mutet werden konnte, daB sie auf tatsichlich vorhandenen Unterschieden 
zwischen den Versuchen beruhten, sich hierfiir aber keine statistische 
Sicherung geben lieB, so daB es offen bleiben muBte, ob nicht doch zu- 
fallige Schwankungen fiir die Differenzen verantwortlich zu machen 
waren. Bei den neuen Untersuchungen mit dem gleichen Material 
(Wurzelspitzen von Vicia faba, im folgenden = WSP) iiber die Wirkung 
von Meterwellen (BRAUER) und den EinfluB von Nahrsalzmangel (FINK) 
auf das Teilungswachstum (beide im gleichen Heft dieser Zeitschrift) 
zeigten Vorversuche, daB zum Teil nur sehr geringe Differenzen zu er- 
warten waren. Nach den vorliegenden Erfahrungen an Vicia faba lieB 
sich bereits voraussagen, da8 sich nur sehr wenige Versuche als gesichert 
different erweisen wiirden. Die genannten Schwierigkeiten der Deutung 
der Versuchsergebnisse traten dadureh noch stirker hervor. 

Fiir beide Untersuchungen war es auBerdem wiinschenswert, die 
Wirkung von zwei Variablen, verschiedenen Versuchsbedingungen und 
verschieden langer Einwirkungsdauer, gleichzeitig zu untersuchen. Ver- 
suche von der Art, wie sie von BRavER und Finx durchgefiihrt wurden, 
setzen sich:also folgendermaBen zusammen: Die gesamte Versuchsreihe 
unterteilt sich in Teilversuche, in denen die Einwirkung der verschiedenen 
Versuchsbedingungen gepriift wird. (Feldstirke bei BkavER, Mangel von 
bestimmten Ionen bei Fryx.) Jeder Teilversuch besteht seinerseits aus 
einer Reihe von Einzelversuchen, die der Feststellung des Einflusses der 
Zeitdauer der Einwirkung fiir eine bestimmte Versuchsbedingung dienen. 
Jeder Einzelversuch entspricht einer Fixierung von 10 WSP, ist also in 
zehnfacher Wiederholung vorhanden. 

Um weitere Versuche mit Vicia faba iiberhaupt aussichtsreich er- 
scheinen zu lassen, war es also notwendig, zunachst die Griinde fiir das 
Versagen des t-Testes in diesem Fall festzustellen und daraus abzuleiten, 
welche Anforderungen an die statistische Auswertungsmethode bei den 
Untersuchungen des Teilungswachstums in den WSP gestellt werden 
miissen, um eine maximale Auswertung der Versuche zu erreichen. 








1 Ich danke Fri. Dr. I. Braver herzlich fiir die Uberlassung der Versuchs- 
daten, die bei der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. 








Die Varianzanalyse bei der Auswertung cytologischer Untersuchungen. 569 


1. Der t-Test. 

Aus arbeitstechnischen Griinden muBte die Anzahl der untersuchten 
WSP pro Versuch auf zehn beschrinkt werden. Aus jeder WSP kénnen 
jedoch 200 Zellen fiir die Feststellung der Mitosehaufigkeit verwendet 
werden. Die Begriindung fiir diesen Umfang des Einzelversuches ist bei 
Braver und Fink gegeben. Fiir jeden Versuchsabschnitt standen also 
2000 Zellen in zehn Gruppen zu 200 zur Verfiigung. Fiir die Berechnung 
des Mittelwertes und des mittleren Fehlers der Mitosehaufigkeit sind dem- 
nach zwei Moéglichkeiten gegeben, aus 2000 Zellen oder aus 10 WSP. 
Die Mitosehaufigkeit kann in Prozent ausgedriickt und nach der bekannten 
Formel der mittlere Fehler einer Prozentzahl, die aus 2000 Einzelbeob- 
achtungen gewonnen wurde, berechnet werden. Hierbei werden aber die 
Unterschiede zwischen den einzelnen WSP nicht beriicksichtigt. Diese 
sind im allgemeinen sehr gering, so daB von einem homogenen Material 
gesprochen werden kann (BRAUER 1949 a). Bei ihrer Vernachlassigung 
kann sich aber ein o ergeben,.das geringer ist als die tatsichlich im Material 
vorhandene Streuung, und damit ein zu kleiner mittlerer Fehler m. 
Dieser Fehler der Methode, der unter Umstinden dazu fiihren kann, daB 
Differenzen zwischen Versuchen als gesichert angesehen werden, die unter 
Beriicksichtigung der Eigentiimlichkeiten des Materials als zufallig be- 
trachtet werden miiBten, wurde von BravER (1949 a, b, 1950 b) dadurch 
vermieden, daB M, o und m aus den Werten fiir die Mitosehaufigkeit in 
den zehn Wurzelspitzen berechnet wurden. Hierbei ist die Individuen- 
zahl von 10 aber so gering, da fiir o und m sehr groBe Werte erhalten 
werden. Die geringste, unter giinstigen Umstinden mit dem t-Test bei 
Berechnung von m aus 10 WSP noch nachweisbare Differenz der Mitose- 
haufigkeit bei Vicia faba betrigt bei dem gegebenen Umfang des Materials 
nach den Erfahrungen von BRavER 2,8%. Die Folge ist, daB sich eine 
Reihe von auffallenden Differenzen nicht statistisch sichern lassen und 
‘ dadurch die Versuchsergebnisse unsicher werden. Es besteht die Gefahr, 
die Bedeutung der gefundenen Differenzen zwischen Versuchen nicht 
genug zu bewerten. Daraus ergibt sich aber, daB der t-Test als statistische 
Auswertungsmethode fiir den Vergleich von Mitosehiufigkeiten nicht ge- 
eignet ist. 

Hinzu kommt noch ein weiterer Nachteil der Methode. Man kann 
nicht mehrere Versuche in einem Arbeitsgang vergleichen, sondern jeder 
Mittelwert mu8 einzeln gegen jeden anderen getestet werden, wobei dann 
in den Versuchen von BRAUER eine Sicherung der Differenz in der Wirkung 
etwa zwischen einer bestimmten Feldstirke bei einer Behandlungszeit 
und einer anderen Feldstiarke bei anderer Behandlungszeit fiir die Deutung 
des Versuches nicht viel besagt hatte, wenn innerhalb der mit einer Feld- 
stirke oder wihrend der gleichen Bestrahlungszeit behandelten Versuche 
keine sicheren Unterschiede nachzuweisen waren. 
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Uber die Beziehungen innerhalb einer Versuchsreihe und das Zu- 
sammenwirken von mehreren zu untersuchenden Faktoren (bei BRAUER 
Zeit und Feldstirke) sind also keine Feststellungen méglich. Die einzige 
sichere Aussage, die mit dem t-Test aus dem neuen Versuch von BRAUER 
iiber die Wirkung der Meterwellen zu gewinnen gewesen wire, ist diese, 
daB Meterwellen von geringer Feldstarke wahrscheinlich einen fordernden 
EinfluB auf das Teilungswachstum ausiiben, héhere Feldstarken dagegen 
hemmend wirken kénnen. Diese Erkenntnis kann aber auch, mit der 
gleichen Unsicherheit behaftet, schon aus dem Kurvenverlauf der gra- 
phischen Darstellung gewonnen werden (BravER, Abb. 1), so daB die 
Berechnung der t-Werte eine iiberfliissige Arbeit bedeutet hatte. 


2. Der Homogenitiatstest. 


Eine andere Méglichkeit der Auswertung ist im y?-Test gegeben, der 
ebenfalls haiufig verwendet wird. Der wichtigste Vorteil gegeniiber dem 
t-Test besteht darin, daB nicht jeder Einzelversuch mit jedem anderen 
verglichen werden mu, sondern daB ein ganzer Teilversuch in einem 
Rechengang gepriift werden kann. Zunachst mu8 aber fiir jede einzelne 
Fixierung die Homogenitiat des Materials (Zellen in Mitose : Zellen nicht 
in Mitose, Gegeniiberstellung der Werte aus 10 WSP) gepriift werden, 
‘ um festzustellen, ob die Gruppe in sich homogen und eine Addition der 
Werte erlaubt ist. Danach muB8 fiir jeden Teilversuch (z. B. EinfluB der 
Feldstirke bei gleicher Behandlungszeit, bzw. EinfluB der Behandlungs- 
zeit bei gleichbleibender Feldstarke) mit den Summenwerten aus den 
einzelnen Fixierungen ebenfalls das y* berechnet werden. Hieraus kann 
ersehen werden, ob jeder dieser beiden Faktoren fiir sich genommen bei 
Konstanz des anderen eine meBbare Wirkung ausiibt. Die Untersuchung 
der Homogenitiat sagt aber nur aus, ob im Material Differenzen vor- 
kommen, die gréBer sind als zufallsgemaBe Schwankungen bei dem ge- 
gebenen Umfang des Versuches sein diirften. Wenn die gefundenen 
Differenzen zwischen den einzelnen Versuchen eine bestimmte, kon- 
ventionell festgesetzte Grenze iiberschreiten, wird angenommen, daB sie 
nicht mehr zufallig sind, sondern durch die Versuchsbedingungen ver- 
ursacht wurden. Man kommt aber zu keiner Aussage, in welcher Richtung 
diese Abweichungen liegen und kann nur Vermutungen dariiber auBern, 
welcher Einzelverbrauch fiir die Inhomogenitat verantwortlich ist. Eine 
bestimmte Entwicklungsrichtung im Versuch, etwa regelmaBige Zu- oder 
Abnahme der untersuchten GréBe, kann nicht erkannt werden. Die 
Schwankungen zwischen den WSP innerhalb jeder einzelnen Fixierung 
bleiben unberiicksichtigt. Eine Aussage iiber das Zusammenwirken 
mehrerer Faktoren (z. B. Feldstiirke und Behandlungszeit) ist, ebenso 
wie im t-Test, nicht méglich. Auch bei der y*-Zerlegung, wie sie von 
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TEDIN (FRormR, GUSTAFSSON und TEDIN 1942) bei eytologischem Material 
angewendet wurde, bleibt dieser Einwand bestehen. 

Bei der geschilderten Anwendung der Methode kommt aber noch ein 
grundsatzlicher Fehler hinzu: der y?-Test, als Homogenitiatstest verwendet, 
vergleicht die Streuung im gegebenen Material mit der Streuung, die sich 
ergibt, wenn in einer statistischen Masse von gleichem Umfang und Mittel- 
wert eine Normalverteilung vorliegt (nahere Ausfiihrung bei Fisuzr 1938). 
Die dem Material eigene Streuung, die bei biologischen Beobachtungen 
wesentlich von einer Normalverteilung abweichen kann, wird nicht be- 
riicksichtigt, denn die Differenzen innerhalb der einzelnen Beobachtungs- 
gruppen aus vergleichbaren Bedingungen, hier zwischen den WSP einer 
Fixierung, fallen beim Vergleich zwischen den Teilversuchen nicht ins 
Gewicht. Diese diirfen, wie schon fiir den t-Test dargelegt wurde, nicht 
vernachlissigt werden, was aber bei der Anwendung des y?-Testes in 
diesem Fall geschieht. Unter ungiinstigen Umstainden kénnen dadurch 
auch hier Differenzen nachgewiesen werden, die gar nicht auf der Wirkung 
der Versuchsbedingungen beruhen, sondern ihre Ursache in dieser inneren 
Struktur des Materials haben und so zu falschen Schliissen fiihren. Die 
Anwendung des y?-Testes als einzige Auswertungsmethode ist demnach hier 
nicht zuldssig, da seine Voraussetzung, das Vorliegen einer Normal- 
verteilung im Kontrollmaterial, nicht bewiesen ist. In besonderen Fallen, 
wenn das Material eines bestimmten Versuches irgendeine Eigentiimlich- 
keit aufweist, die die Anwendung anderer Methoden nicht gestattet, kann 
der y*-Test dagegen als zusdtzliche Auswertungshilfe geeignet sein (Bei- 
spiele bei Fink 1950). 


3. Erforderliche Eigenschaften der statistischen 
Auswertungsmethode. 


Diese Auseinandersetzung zeigt, daB sowohl der t-Test wie die Priifung 
des Materials mit der y?-Methode aus zwei Griinden zu keinem befriedigen- 
den Ergebnis fiihren kénnen: einmal wird keine der beiden Methoden der 
besonderen inneren Struktur des Materials gerecht. Zum anderen kénnen 
vom Material auf Grund der Versuchsanstellung, bei der jeweils zwei 
Veranderliche {Versuchsbedingungen und Zeit) in die Priifung einbezogen 
werden sollen, wichtige Aufschliisse erwartet werden iiber das Zusammen- 
wirken dieser Faktoren, die durch die Eigenart der beiden statistischen 
Methoden nicht zu erfassen sind. Der Versuch wiire also bei ihrer An- 
wendung,nur unvollstindig ausgewertet und die dafiir aufgewendete, 
gerade fiir cytologische Untersuchungen sehr zeitraubende Arbeit zum 
gréBten Teil wertlos. 

Auf Grund der Unzulinglichkeiten der beiden Methoden kann aber 
festgestellt werden, welchen Anforderungen eine statistische Methode zur 
Auswertung von Versuchen iiber das Teilungswachstum bei Vicia faba 
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geniigen muB, damit alle Aussagen, die der Versuch erméglicht, auch mit 
geniigender Sicherheit gemacht werden kénnen. 

1. Es darf nicht die theoretische Streuung einer Normalverteilung 
zum Vergleich herangezogen werden, da die Voraussetzungen hierfiir 
fehlen, sondern die dem Material unter Normalbedingungen eigene 
Streuung mu8 der MaBstab sein, an dem die Veranderungen, die durch 
die Versuchsbedingungen verursacht werden, gemessen werden. 

2. Bei der statistischen Priifung miissen sowohl die Differenzen 
zwischen den einzelnen WSP wie auch die Zahl der Beobachtungen fiir 
jede einzelne WSP in die Auswertung einbezogen werden. 

3. Es mu8 die Wirkung von mehreren Veranderlichen getrennt unter- 
sucht werden kénnen ohne Riicksicht auf die Wirkung der anderen 
Faktoren, wobei gleichzeitig etwa vorhandene GesetzmaBigkeiten in der 
Reaktion auf verschiedene Anwendungsstufen eines Faktors heraus- 
gearbeitet werden miissen. 

4. Es mu8 méglich sein, das Zusammenwirken der beiden in den Ver- 
such einbezogenen Verinderlichen zu untersuchen. Die Auswertungs- 
methode mu8 Abweichungen von einer linearen Proportionalitat erkennen 
lassen und z. B. ein verschiedenes AusmaB der Steigerung oder Ab- 
schwichung der Wirkung bei’ steigender Einwirkungszeit von verschie- 
denen Versuchsbedingungen deutlich nachweisen. Die einzige statistische 
Methode, die diesen Anforderungen geniigt, ist die Varianzanalyse, die 
von FisHER ausgearbeitet wurde (1938). Trotz einiger Darstellungen in 
einschlaigigen Biichern (Trepin 1941, Post 1946, WreBEr 1947, MATHER 
1949) wurde sie bisher in der cytologischen Literatur noch nicht ange- 
wendet. 


Ill. Vorbereitende statistische Feststellungen. 


Da an die Versuchsanordnung im Hinblick auf die Auswertung mit 
der Varianzanalyse gewisse Anforderungen gestellt werden, erscheint es 
zweckmaBig, die Grundsitze der Anwendung dieser Methode, die bei der 
Planung und Auswertung der Versuche von BravER und Finx beriick- 
sichtigt wurden, kurz zu erlautern. 

Die Eigentiimlichkeit der Varianzanalyse, durch die sie sich vom 
t-Test grundlegend unterscheidet, ist, daB nicht die Mittelwerte ver- 
glichen werden, sondern einige Eigenschaften der Streuung o benutzt 
werden, um zu einer statistischen Aussage iiber die Bedeutung der beob- 
achteten Differenzen zu gelangen. Als erstes sind also die Eigenschaften 
des Wertes o und des davon abhangigen mittleren Fehlers m zu betrachten. 


1. Streuung und mittlerer Fehler des Objekts. 


Jedes biologische Material zeigt unter ,,konstanten‘‘ Bedingungen eine 
gewisse Variabilitait, die ebenso wie der Mittelwert des beobachteten Merk- 
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mals zur Charakterisierung des betreffenden Objekts dienen kann. Die 
Variationsbreite, also der Abstand der Extremwerte, hangt weitgehend 
vom Zufall ab, die Streuung o und der davon bestimmte mittlere Fehler m 
sind aber MaBzahlen, die in weit geringerem MaBe durch zufallige Ein- 
fliisse verindert werden. Unter gleichbleibenden 4uBeren und inneren 
Bedingungen, also in homogenem Material, zeigen sie eine Beziehung zum 
Umfang des Materials in der Weise, da8 m mit steigender Anzahl von 
Einzelbeobachtungen abnimmt, aber nicht in linearer Abhangigkeit, 
sondern in einer charakteristischen Weise zuerst schneller, dann lang- 
samer, wobei er sich asymptotisch dem Grenzwert 0 nahert. Der Verlauf 
der Fehlerkurve, die sich ergibt, wenn man auf der Abszisse die Anzahl 
der Einzelbeobachtungen, auf der Ordinate die Werte fiir m angibt und 
zu jeder Anzahl von Beobachtungen (10, 20, 100 usw.) den zugehérigen 
Wert fiir m eintragt, ist fiir jedes Objekt und jedes Merkmal verschieder , 
die Kurven stimmen aber in ihrem charakteristischen Verlauf iiberein. 

Bei steigendem Umfang des Beobachtungsmaterials wird sich. von 
einer bestimmten, fiir jedes Objekt verschiedenen Anzahl von Einzel- 
beobachtungen an der Wert fiir m dem Grenzwert soweit genahert haben, 
daB eine weitere VergréBerung des Materials innerhalb der versuchs- 
technisch méglichen Grenzen ihn nur noch unwesentlich herabdriicken 
kann. Damit ist eine fiir die praktische Arbeit ausreichende Annaherung 
an den Grenzwert gegeben. Es ist also sinnlos, das Material iiber diesen 
Umfang hinaus zu vergréBern, weil dann die notwendige Mehrarbeit in 
keinem Verhaltnis zum Zuwachs an Sicherheit der Aussagen steht, der 
dadurch gewonnen werden kann. 

Wenn die dem Material eigene Variabilitat bei der statistischen Aus- 
wertung herangezogen werden soll, muB diese erst einmel bekannt sein, 
d. h. die Untersuchung beginnt mit der Aufstellung der Fehlerkurve fiir 
das untersuchte Merkmal. Einige Beispiele fiir derartige Kurven finden 
sich bei Post (1947). Die Fehlerkurve gibt nun eine Reihe von wichtigen 
Informationen iiber Eigenschaften des Materials, mit dem gearbeitet 
werden soll, und deren Kenntnis wichtig ist fiir eine sinngemaBe An- 
wendung der Varianzanalyse. Diese sollen an Hand der Fehlerkurven fiir 
die Mitosehiufigkeit in den Wurzelspitzen von Vicia faba naher erlautert 
werden. 


2. Die Fehlerkurve fiir die Variabilitat innerhalb einer 
WSP von Vicia faba. 


Die Streuung des normalen Materials von Vicia faba setzt sich, wie 
bereits erwahnt, aus zwei Komponenten zusammen, namlich der Streuung 
innerhalb einer Wurzelspitze und der Variabilitiit zwischen verschiedenen 
WSP. Beide miissen getrennt betrachtet werden. Da innerhalb des 
Meristems einer WSP keine Differenzen in der Teilungshaufigkeit be- 











574 Cornelia Harte: 


stehen (BRAUER 1949 a), also ein homogenes Material vorliegt, kann o 
und m hierfiir nach der Formel fiir die Streuung einer Prozentzahl be- 
rechnet werden. Die erste Aufgabe ist dann die Bestimmung der praktisch 
zu erreichenden Annaherung an den Grenzwert fiir m bei Verwendung 
von Material aus einer WSP. Dies geschieht durch die Zeichnung der 
Fehlerkurve bis in den Bereich, in dem die Zellen des Meristems alle erfaBt 
sind. Die unten gegebene Fehlerkurve fiir die Mitosehiufigkeit von 
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Abb. 1. Fehlerkurven fiir die Mitosehiufigkeit innerhalb einer WSP bei Vicia faba. GréBe des mittleren 
Fehlers m bei einem Mittelwert der Mitosen von 5, 10 und 15% in Abhingigkeit von der Anzahl 
beobachteter Zellen. 


Vicia faba wurde nach Auszihlungen von Braver in folgender Weise 
konstruiert: Die Streuung einer Prozentzahl haingt ab von der GréBe der 
beiden zu vergleichenden Werte. Sie ist fiir sehr kleine und groBe Pro- 
zente geringer als fiir mittlere Werte, wie aus der Formel o = Vr % - Pe% 


ersichtlich ist. Da der mittlere Fehler m = —*_von der GréBe der Streu- 
n 


ung o und dem Umfang m der Probe abhangt, ergeben sich verschie- 
dene Fehlerkurven, je nach der Mitosehiufigkeit, fiir die sie berech- 
net werden. Da bei Vicia faba die Mitosehiufigkeit im Normalfall 
zwischen 7 und 13% schwankt, wurde die Fehlerkurve fiir den mittleren 
Wert von 10% sowie fiir 5% und 15% als den Grenzen gezeichnet in der 
Weise, daB bei o = 30 (bzw. o = 23,3 fir M = 5% und o = 39,6 fiir 
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M = 15%) m fiir 10, 20 usw. Zellen bestimmt wurde. Um die Wieder- 
gabe der Kurven (Abb. 1) zu erméglichen, wurden sie nur fiir den Bereich 
von n = 10 bis n = 500 gezeichnet. Die Werte fiir m bei héherem x sind 
in der erginzenden Tabelle 1 wiedergegeben. 

Tabelle 1. Gré8e des mittleren Fehlers m fir die Mitosehaufigkeit 


in Prozent bei Bestimmung aus verschiedenen Zellenzahlen. 
(Erganzung zu den Werten der Kurven in Abb. 1.) 








m fir m fiir m fiir 
Anzahl der Zcllen M=5% M = 10% M = 15% 
o = 23,3% o = 30,0% o = 39,6% 
10 6,89 - 9,40 11,30 
100 2,18 3,00 3,57 
500 ; 0,98 1,34 1,60 
600 0,89 1,23 1,46 
700 0,82 1,13 1,35 
800 0,77 1,06 1,26 
900 0,72 1,00 1,19 
1000 0,69 0,95 1,13 
2000 0,49 0,67 0,80 











Die Fehlerkurve fiir 10% Mitosehaufigkeit zeigt, daB zwischen 10 und 
100 Zellen der mittlere Fehler sehr stark abnimmt, bei einer Vermehrung 
des Materials auf 200 Zellen vermindert sich m ebenfalls merklich, aber 
nicht mehr im gleichen MaBe. Dariiber hinaus befindet man sich bereits 
in dem Bereich der Kurve, der sich fast parallel zur x-Achse hinzieht, 
und erst bei 2000 Zellen ist m auf 0,7% abgesunken. 

Um eine maximale Auswertung der Versuche zu gewahrleisten, muB 
jeder Einzelversuch eine Anzahl von Beobachtungen umfassen, die so 
groB ist, daB mit einem méglichst geringen Wert von m gearbeitet wird. 
Die Fehlerkurve erlaubt es nun, die Zahl von Einzelbeobachtungen fest- 
zustellen, bei der mit einer fiir die Praxis ausreichenden Genauigkeit 
dieser Wert erreicht wird. Damit kann einerseits das Minimum von 
notwendigen Einzelbeobachtungen und zugleich anderseits das arbeits- 
maBig vertretbare Maximum des Versuchsumfanges bestimmt werden. 
Das Meristem einer einzelnen WSP umfaBt bei Vicia faba etwa 600 Zellen, 
wie sich aus besonders giinstigen Praparaten feststellen liBt. Aus techni- 
schen Griinden (Verarbeitung als Quetschpraparate) kénnen meist nur 
etwa die Hilfte dieser Zellen mit Sicherheit erfaBt werden. Da es er- 
wiinscht ist, daB fiir jede WSP die gleiche Zahl von Beobachtungen zum 
Vergleich vorliegt, wurden die Auszihlungen auf 200 Zellen pro WSP 
begrenzt. Die Fehlerkurve zeigt nun, daB man sich damit bereits im 
unteren Teil der Kurve befindet. Eine VergréBerung der Auszahlung auf 
300 Zellen pro WSP wiirde nur eine geringe Verminderung von m mit 
sich bringen, die die Unsicherheit der Auszihlung, die dadurch in einzelnen 
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Fallen entstehen wiirde, nicht aufwiegen kann. Mit 200 Zellen ist jeden- 
falls ein Wert erreicht, der die Bestimmung der Mitosehaufigkeit nicht 
mehr mit einem zu groBen Fehler belastet, so daB Werte, die aus dieser 
Zellenzahl gewonnen werden, als zuverlassige Angaben iiber die Teilungs- 
rate in der betreffenden WSP angesehen werden kénnen. In einem Ver- 
such mit nur einer WSP wiirde man aber mit einem m arbeiten, das noch 
wesenthch gréBer ist als nétig.”Damit gingen wichtige Informationen, 
die der Versuch an sich geben k6nnte, verloren. Es ist also nétig, die 
Beobachtung mehrfach zu wiederholen, d. h. mehrere WSP in den 
Versuch einzubeziehen, um so durch eine Vergr6éBerung des Materials eine 
Zelienzahl zu erreichen, die es gestattet, mit méglichst kleinen Fehlern zu 
arbeiten und damit alle theoretisch nachweisbaren Differenzen im Ver- 
such auch tatsichlich zu erfassen. Wenn keine Schwankungen zwischen 
den WSP eintreten, ergibt sich aus dem Verlauf der Kurve, daB eine 
Anzahl von 4—5 WSP (= 800—1000 Zellen) pro Fixierung geniigen 
miiBte, um gesicherte Aussagen zu machen. 

Die zweite wichtige Feststellung, die sich aus der Betrachtung der 
Fehlerkurve ergibt, ist der Minimumwert fiir gerade noch nachweisbare 
Differenzen. Bei Vicia faba zeigt sich, daB der bei 10% Mitosehaufigkeit 
mit 200 Zellen erreichbare Wert fiir m etwa 2,3% betraigt. Unterschiede 
in der Reaktion auf experimentelle oder natiirliche Einfliisse zu: ‘hen 
einzelnen Wurzeln, die geringere Differenzen der Mitosehaufigkeit als 8% 
hervorrufen, lassen sich demnach nicht statistisch sichern, da die durch 
sie hervorgerufenen Schwankungen innerhalb des Zufallsbereiches liegen 
und von der zufallig auftretenden Variabilitat nicht unterschieden werden 
k6nnen. 


3. Die Variabilitat zwischen den WSP. 
a) Die Fehlerkurve fiir m. 


Die zweite Komponente der natiirlichen Variabilitat der Mitose- 
haufigkeit von Vicia faba sind die Schwankungen in den Werten fiir die 
einzelnen WSP. Wie die mit groBem Material durchgefiihrten Unter- 
suchungen von Braver (1949 a und unveréffentlicht) zeigen, ist diese 
aiuBerst gering. Mit Hilfe des t-Tests und der Priifung der Homogenitat 
lassen sich im allgemeinen keine Differenzen zwischen den 10 WSP einer 
Fixierung nachweisen. In einigen Versuchen von Fink (1950) dagegen 
zeigt es sich, daB unter besonderen Versuchsbedingungen eine Inhomo- 
genitat zwischen den einzelnen WSP einer Fixierung auftreten kann. 
Diese wird von Fink so gedeutet, daB die einzelnen Pflanzen sich in der 
Reaktionsweise der Mitosehaufigkeit auf die experimentellen Einfliisse 
voneinander unterscheiden. Eine solche Verschiedenheit kommt in den 
Kontrollen nicht zum Ausdruck, ebensowenig wie in den meisten Ver- 
suchen. Es fragt sich, ob zwischen den WSP unter Normalbedingungen 
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wirklich keine Differenzen vorhanden sind, oder ob diese nur mit den 
bisher verwendeten Verfahren (Vergleich von 10 WSP mit t-Test oder 
77-Test) nicht erkannt werden kénnen. Die Mindestzahl von 4—5 WSP 
wurde ausdriicklich unter der Voraussetzung genannt, daB keine Variabili- 
tit zwischen den Pflanzen nachzuweisen wire. Die Versuche von Fink 
zeigen aber, daB eine solche auftreten kann. Zu ihrer Erfassung und um 
ihr gleichzeitig keinen zu groBen Einflu8 auf das Versuchsergebnis ein- 
zuraiumen, ist die Zahl der Wiederholungen zu vergréBern. 
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Abb. 2. Fehlerkurven fiir die Variabilitaét der Mitosehiufigkeit zwischen verschiedenen WSP bei 
Vicia jaba. GréBe von m und mg bei normaler Streuung (o = 2,2) und vergréBerter Streuung (als 
Beispiel o = 5). MaBeinheit der Ordinate: Mitosen pro 200 Zellen. 


AufschluB hieriiber gibt wieder die Fehlerkurve, diesmal fiir die 
Variabilitét zwischen den WSP. Die Streuung zwischen den WSP unter 
Normalbedingungen wurde nach Auszahlungen von BRAUER mit o = 2,2 
bestimmt (bezogen auf Mitosen unter 200 Zellen). Die Fehlerkurve fiir 
diese Streuung bei verschiedenen Individuenzahlen, die in der gleichen 
Weise wie die fiir die Einzelwurzel bestimmt wurde (Abb. 2 und Tab. 2), 
zeigt, daB bei 10 WSP mit einem sehr groBen Fehler gearbeitet wird, der 
sich durch Vermehrung des Materials auf 30 WSP fast auf die Hilfte 
reduzieren la8t. Fiir 100 WSP ergibt sich bereits ein sehr zuverlassiger 
Wert, der Fehler m wird von da ab nur noch wenig kleiner. Um beim 
Vergleich von Einzelversuchen mit Hilfe des t-Tests eine ausreichende 
Chromosoma, 3. Bd., Heft 6. 39 
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Tabelle 2. GréBe von m und mg bei Untersuchung der Variabilitat 

zwischen den WSP. Werte fiir die Streuung des Normalmaterials (o = 2,2) 

und bei vergréBerter Streuung (o = 5). MaSeinheit: Mitosen unter 200 Zellen. 
(Erganzung zu den Werten der Kurven in Abb. 2.) 

















o=5 o=2,2 
Anzahl der WSP 
m Mg m Ms 
10 1,58 1,12 0,70 0,49 
20 1,12 0,79 0,49 0,35 
30 0,91 0,65 0,40 0,28 
100 0,50 0,35 0,22 0,16 
500 0,22 0,158 0,098 0,069 
600 0,20 0,089 
700 0,19 . 0,083 
800 0,18 0,078 
900 0,17 0,073 
1000 0,16 0,112 0,069 0,049 
2000 0,11 0,049 








Sicherung zu erhalten, wire es nétig, mit mindestens 100 WSP in jeder 
Fixierung zu arbeiten, was jedoch versuchstechnisch und zeitlich nicht 
durchfiihrbar ist. Die Kurve zeigt demnach, da8 durch die notwendige 
Begrenzung der Versuche auf 10 WSP bei der Auswertung mit dem 
t-Test sehr viele Differenzen in den Bereich des mittleren Fehlers fallen 
und daher nicht gesichert werden kénnen, die bei VergréBerung des 
Materials eindeutig nachgewiesen werden kénnten. Wichtige Aufschliisse, 
gerade iiber die Ursachen geringer Differenzen der Mitosehavufigkeit, 
miissen dabei verlorengehen. Der aus arbeitstechnischen Griinden not- 
wendigerweise. begrenzte Umfang des Einzelversuches macht es also un- 
méglich, bei Priifung von M mit Hilfe des mittleren Fehlers den vollen 
Umfang des Versuchsergebnisses zu erkennen. Dariiber hinaus verfiihrt 
aber eine Auswertung mit dieser Methode dazu, das Nichtvorhandensein 
von Differenzen als gesichert anzusehen, auch in Fallen, in denen es nur 
dem zu geringen Umfang des Materials zuzuschreiben ist, daB die tat- 
sichlich vorhandenen Unterschiede nicht nachgewiesen werden kénnen. 
Es ist also die Gefahr gegeben, den Versuch nicht vollstandig auszuwerten 
und auBerdem, wenn diese Begrenzung der Aussageméglichkeiten nicht 
beachtet wird, zu véllig falschen Schliissen iiber die Wirkung der Ver- 
suchbedingungen zu gelangen. 


b) Untersuchung der Streuung mit Hilfe vom mg. 


Diese Ausfiihrungen zeigen, daB es fiir eine richtige Deutung der Ver- 
suche iiber die Beeinflussung der Mitosehiufigkeit notwendig ist, den 
Mittelwert M (und dessen mittleren Fehler m), dessen Bestimmung bei 
dem versuchstechnisch begrenzten Umfang des Einzelversuches notwendig 
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ungenau bleiben muB, beim Vergleich von verschiedenen Versuchen durch 
andere statistische MaBzahlen zu ersetzen, die mit gréBerer Exaktheit 
gefunden werden kénnen. Wie schon gesagt, ist jede staiistische Masse 
auBer durch den Mittelwert noch durch die Streuung charakterisiert. 
Die GréBe der Streuung eines untersuchten Merkmals hangt ab von 
der Menge der Variationsursachen, die auf ein gegebenes Material ein- 
wirken. Wenn es méglich wire, alle inneren und auBeren Variations- 
ursachen auszuschalten, miiBte o = 0 werden. Eine derartige Einheit- 
lichkeit der Versuchsbedingungen ist aber bei biologischen Objekten un- 
méglich, so daB auch bei ,,konstanten‘‘ Bedingungen immer noch eine 
ganze Reihe von unkontrollierbaren Variationsursachen wirksam sind, 
die eine gewisse, gleichbleibende Streuung im Material zur Folge haben. 
Wenn einmal die Reaktion des Objekts fiir méglichst genau definierte, kon- 
stante Bedingungen bekannt ist, kann aus der Streuung des Kontroll- 
versuches geschlossen werden, ob etwa unkontrollierte Variationsursachen 
auf den Versuch eingewirkt haben, die sich in einer VergréBerung von o 
gegeniiber dem Normalwert auBern miiBten. Wenn nun im Versuch eine 
kontrollierbare zusatzliche Variationsursache geschaffen wurde, die einen 
Teil der Individuen betrifft (Versuchspflanzen), einen anderen Teil nicht 
(Kontrollpflanzen), so wird hierdurch bei diesem Teil eine veranderte 
Reaktion des untersuchten Merkmals (hier ,,Mitosebereitschaft‘‘) hervor- 
gerufen. Die Variabilitét im Gesamtmaiterial wird vergréBert und damit 
der Wert von o als MaB dieser Variabilitat. Bei der Zusammenfassung 
von verschiedenen Gruppen, die einer unterschiedlichen Behandlung aus- 
gesetzt waren, muB sich an der Vergr6Berung von o des Gesamtversuches 
gegeniiber der Streuung der Teilversuche zeigen, ob durch die Zusammen- 
fassung der Gruppen eine zusatzliche Variationsursache in das Material 
eingefiihrt wurde. Durch dieses Verhalten von o kann also erkannt 
werden, ob die Versuchsbedingungen, durch die sich die Einzelgruppen 
unterscheiden, eine gesichert verschiedene Reaktion des Materials zur 
Folge hatten. 
Dieser Wert o ist als mittlere quadratische Abweichung vom Mittel- 
wert viel weniger als M vom Umfang des Materials abhangig, aber doch 
mit Zufallsfehlecn behaftet, deren GréBe sich durch den Wert m, (mittlerer 
Fehler der Streuung) ausdriicken 1aBt. Die Berechnung erfolgt nach der 


Formel m, = so Wie der Vergleich der Formeln fiir m und m, er- 
n 


kennen 1aBt, ist der mittlere Fehler der Streuung, m,, immer kleiner als 

der mittiere Fehler des Mittelwertes. Bei einer Probe gegebenen Umfanges 

1aBt sich also o genauer bestimmen als M. Die Genauigkeit, mit der die 

Bestimmung von o méglich ist, liBt sich aus der Fehlerkurve m, ablesen. 

Fiir die Streuung zwischen verschiedenen WSP im normalen, einheitlichen 

Material (o = 2,2) wurde die Kurve m, zusammen mit der Fehlerkurve m 
39* 
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in Abb. 2 eingetragen. Danach 14Bt sich o aus 10 WSP mit einem Fehler 
von m, = 0,49 bestimmen. Bei VergréBerung des Materials auf 50 WSP 
sinkt dieser auf die Halfte (0,22) und nimmt von da an nur noch wenig 
ab und befindet sich also bereits im unteren Teil der Kurve. Um o mit 
der gleichen Genauigkeit wie M zu bestimmen, sind nur halb soviel WSP 
notwendig. Hieraus ergibt sich, daB fiir eine Bestimmung gleicher Ge- | 
nauigkeit der Versuch bei Verwendung von M zur Charakterisierung des 
Materials etwa doppelt so groB sein mu8 wie bei Verwendung von o. Die 
Kurve fiir m, zeigt aber, daB bei dem gegebenen Versuchsumfang von 
10 WSP fiir die Einzelfixierung auch o noch nicht mit geniigender Sicher- 
heit bestimmt werden kann und den Zufallsfaktoren, die in m, ausge- 
driickt werden, ein zu groBer Einflu8 gewahrt wird. 


IV. Anwendung der Varianzanalyse 
auf die Untersuchung der Teilungsfrequenz bei Vicia faba. 


1. Die Grundlagen. 


Es liegt in der Eigenart der Varianzanalyse, daB auch bei gleich- 
bleibendem Versuchsumfang des Einzelversuches doch fiir die Gesamt- 
auswertung jeder Teilfrage mehr WSP zur Verfiigung stehen, weil es fiir 
die Vermehrung des Materials eine rechnerische Méglichkeit gibt. Da die 
Variabilitat doch nicht vollstindig ausgeschaltet werden kann, ist es 
gleichgiiltig, wie viele Variationsursachen vorhanden sind, wenn nur eine 
Bedingung erfiillt ist: zwischen zu vergleichenden Gruppen (z. B. Ver- 
such und Kontrolle, oder verschiedene Versuche, oder verschiedene Ein- 
wirkungszeiten) darf nur die eine Variationsursache verschieden sein, deren 
Wirkung untersucht werden soll, alle anderen Einwirkungen, die noch 
vorhanden sind, miissen auf beide Gruppen den gleichen EinfluB gehabt 
haben. Dies besagt nicht, daB sie alle Pflanzen innerhalb dieser Gruppen 
gleichmaBig betroffen haben miissen, wenn nur ihre Moéglichkeit einer 
Beeinflussung der gesamten Variabilitat in beiden Gruppen gleich ist. 
Auf diese Weise kénnen zwei oder mehr Verinderliche gleichzeitig in den 
Versuch einbezogen werden, und trotzdem bei der Bearbeitung jedes 
einzelnen Faktors das gesamte Material verwertet werden. 

Die oben festgestellten Eigenschaften von o, nimlich die Abhangigkeit 
von der Menge und Wirksamkeit der Variationsursachen, die auf das 
Objekt eingewirkt haben, die gréBere Sicherheit der Aussagen von o ++ m, 
gegeniiber M + m bei gleichem Umfang der Probe, und die Verminderung 
des Fehlers der Aussagen bei VergréBerung des Materials, werden nun von 
der Varianzanalyse benutzt, um zu Aussagen tiber die Wirksamkeit der 
in die Untersuchungen einbezogenen Versuchsbedingungen zu gelangen. 
Zum Vergleich wird dabei nicht die Streuung o, sondern die Varianz o? 
herangezogen. Die praktische Durchfiihrung der Berechnungen ist an 
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verschiedenen Stellen (FisHER 1938, TepIn 1942, WEBER 1947, vor allem 
Post 1946) ausfiihrlich dargelegt, so daB hier nicht darauf eingegangen 
werden muB. 

2. Durchfiihrung der Untersuchung. 


a) Die Varianz. 


Die Deutung der Ergebnisse bei cytologischen Daten soll dagegen an 
einem der Versuche von Braver (1950 a), der durch seinen Aufbau be- 
sonders als Beispiel geeignet ist, niher ausgefiihrt werden. Der Versuch 
enthalt drei Verinderliche: 1. Feldstirke, 2. Zeitdauer der Bestrahlung, 
3. zeitlicher Abstand der Fixierung von der Bestrahlung. Jede dieser 
drei Variablen, die wegen ihrer kontrollierbaren Anwendung als ,,syste- 
matische Faktoren‘‘ bezeichnet werden, im Gegensatz zu den nicht 
kontrollierbaren zufalligen Einfliissen, wurde in mehreren Stufen ver- 
wendet. 

1. Feldstarke, drei Stufen: 1, 20, 60 mV/m. 

2. Zeitdauer der Bestrahlung, zwei Stufen: 15 und 70 Minuten. 

3. Zeitlicher Abstand von der Bestrahlung, zwei Stufen: 0 und 
70 Minuten. 


Die ganze Versuchsreihe bestand demnach aus 12 Einzelversuchen, 
die gleichzeitig durchgefiihrt wurden, jeder mit 10 WSP, also in zehn- 
facher Wiederholung. Der Gesamtversuch besteht aus 120 Beobachtungen, 
bei denen vier kontrollierte Variationsursachen wirksam sind: Feldstarke, 
Bestrahlungszeit, Abstand von der Bestrahlung und Variabilitat zwischen 
den WSP. Wichtig ist, daB jeder Einzelversuch den gleichen Umfang hat 
(10 WSP mit je 200 Zellen), und daB alle Kombinationsméglichkeiten, 
die sich aus den verschiedenen Stufen der drei Veranderlichen ergeben, 
auch tatsichlich vorhanden sind. SchlieBlich miissen alle Rechen- 
operationen mit den empirischen Zahlen durchgefiihrt werden: (hier 
Mitosen unter 200 Zellen) und nicht mit Relativwerten oder Prozent- 
zahlen. Dies ist besonders zu beachten, da fiir die anschauliche Wieder- 
gabe in Tabellen und graphischen Darstellungen vielfach Relativ- und 
Prozentwerte besser geeignet sind und dann dort den Vorzug verdienen. 

Zur Durchfiihrung der Berechnungen wird das Material zunachst in 
einer Ubersichtstabelle geordnet und aus dieser zusammenfassende 
Tabellen angefertigt, an denen die Wirkung von jeweils zwei oder drei 
der vier Variablen untersucht werden kann und oft bereits naiherungs- 
weise zu erkennen ist, wenn es sich um groBe Differenzen handelt. Fiir 
jede dieser Tabellen wird dann die Zwischenklassen- und Binnenklassen- 
varianz berechnet und der Quotient (F-Wert) zwischen beiden durch den 
Vergleich mit theoretischen F-Werten auf die Zufalligkeit der Differenz 
hin gepriift. Mafgeblich ist also das Verhiltnis der Streuwng unter der 
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Einwirkung mehrerer Faktoren zu der Streuung, die durch die Wirkung 
eines einzelnen Einflusses entsteht. 

Da alle Kombinationen zwischen den Veranderlichen vorhanden sind, 
besteht jeder Teilversuch zur Untersuchung einer bestimmten Feldstirke 
aus vier Einzelversuchen mit je 10 WSP, also aus 40 Beobachtungen. 
Diese 40 WSP stellen kein einheitliches Material dar. Sie waren verschieden 
langer Einwirkungszeit ausgesetzt und wurden in verschiedenen Ab- 
standen fixiert. Jeder dieser beiden systematischen Faktoren hat aber 
auf jede der drei Feldstarkengruppen den gleichen Einflu8 gehabt, nim- 
lich in jeder Stufe 20 Pflanzen betroffen. Fiir die Untersuchung der 
Wirkung der Feldstarke kénnen also alle 120 WSP verwendet werden. 
Der Wert von o innerhalb der Gruppen wird durch das Vorhandensein 


von zwei zusatzlichen Variationsursachen gr4Ber sein als wenn der Ver- . 


such in zw6lffachem Umfang durchgefiihrt worden ware und kann infolge- 
dessen, wie der Vergleich der beiden Kurven fiir m, bei o = 2,2 und o= 5 
in Abb. 2 zeigt, nicht den gleichen Grad an Genauigkeit erreichen, ist 
aber immer bedeutend zuverlissiger als wenn nur ein einziger Versuch 
von 10 WSP zur Berechnung zur Verfiigung stinde. Die gleichen Uber- 
legungen gelten auch fiir die Untersuchung des Einflusses der drei 
iibrigen Faktoren, ,,Zeitdauer“, ,,zeitlicher Abstand‘‘ und ,,Wieder- 
holungen“. 

Die Aufstellung der Tabellen und die Durchfiihrung der Berechnungen 
sind bei Post (1946) an ausfiihrlich durchgerechneten Beispielen dar- 
gestellt, so daB hier auf diese verwiesen werden kann. Zur Priifung der 
Differenzen stehen verschiedene Tafeln in den genannten Biichern zur 
Verfiigung. Die Ergebnisse werden in der Endanalyse zusammengefaBt, 
die fiir das hier besprochene Beispiel bei BravER (1950 a) in Tab. 14 
gegeben ist. Aus dieser ist zu ersehen, welche der in den Versuch ein- 
bezogenen systematischen Faktoren eine Wirkung ausgeiibt haben. Es 
zeigt sich, da8 eine Wirkung der Feldstarke und der Bestrahlungszeit auf 
die Mitosehaufigkeit gesichert ist, nicht dagegen der Einflu8 des zeitlichen 
Abstandes von der Behandlung (F-berechnet/F-Grenzwert <1 fiir 
P = 0,05). 


b) Die Differenzen. 


Diese Endanalyse zeigt zunichst nur, welche Behandlungsweisen ge- 
sicherte Differenzen der Reaktion hervorrufen, sagt aber nichts aus iiber 
die Beziehungen zwischen den einzelnen Stufen eines jeden systematischen 
Faktors. Hierfiir werden die Differenzentabellen aufgestellt. Die Wertung 
der Differenz in der Wirkung zwischen den einzelnen Stufen eines jeden 
systematischen Faktors (z. B. zwischen den verschiedenen Feldstirken) 
erfolgt durch den Vergleich mit berechneten Minimumwerten fiir ge- 
sicherte Differenzen (Berechnungsweise dieser GréBen bei Post 1946). 
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In der Differenzentabelle des hier besprochenen Versuches (BRAUER, 
Tab. 13) sind die Differenzen zwischen verschiedenen Feldstarken und 
Bestrahlungszeiten zusammengefaBt, aus denen sich ergibt, wie von 
Braver dargelegt wurde, daB fast alle Kombinationen zwischen den beiden 
Faktoren sich in der Wirkung auf die Mitosehaufigkeit gesichert 
unterscheiden. Nur zwei Differenzen zwischen 1 mV/m, 15 Minuten— 
—20 mV/m, 15 Minuten und 20mV/m, 70 Minuten—60 mV/m, 70 Mi- 
nuten sind nicht gesichert, woraus sich ersehen 1aBt, daB der Bestrahlungs- 
zeit fiir die Beeinflussung der Teilungsfrequenz eine gréBere Bedeutung, 
zukommt als der Feldstarke, mit der behandelt wurde. Im genannten 
Versuch von Braver betragt die geringste mit P = 0,01 zu sichernde 
Differenz 1,3°% Mitosen, bei einer Grenze von P = 0,05 lassen sich sogar 
noch Differenzen zwischen Teilversuchen von 0,7°% nachweisen (BRAUER, 
Tab. 13), wahrend der t-Test bei gleichem Umfang des Einzelversuches 
nur Unterschiede von mehr als 2,8% deutlich erkennen laBt. 


c) Die Korrelationen. 


Mit der Feststellung der gesicherten Differenzen sind aber die Méglich- 
keiten der varianzanalytischen Untersuchung noch nicht abgeschlossen. 
Es miissen die Korrelationen (,,interactions‘‘) zwischen je zwei syste- 
matischen Faktoren in die Untersuchung einbezogen und in Interaktions- 
tabellen, ahnlich den Differenzentabellen, dargestellt werden (Formeln 
fiir die Berechnung gesicherter Interaktions bei Post [1946]). Die Arbeit 
von Braver enthalt mehrere Beispiele fiir deraruge Berechnungen, aus 
denen hervorgeht, daB ein deutliches Zusammenwirken zwischen den 
beiden Faktoren ,,Feldstarke‘‘ und ,,Zeitdauer der Bestrahlung“ besteht. 
Diese Berechnung der Korrelationen erméglichte erst die Diskussion iiber 
die Wirkung des biologischen Zeitfaktars. Die wichtigen Feststellungen 
hieriiber waren mit keiner anderen Methode zu erhalten gewesen, da sie 
auch aus den graphischen Darstellungen nicht ohne weiteres zu ent- 
nehmen sind. 


V. SehluB. 


Die Durchfiihrung der Varianzanalyse bei den Versuchen von BRAUER 
(1950 a) und ebenso von Frinx (1950) zeigt deutlich die Uberlegenheit 
dieses Verfahrens fiir den vorliegenden Fall gegeniiber anderen stati- 
stischen Auswertungsmethoden. Ihre Anwendung ist aber dariiber hinaus 
iiberall dort zu empfehlen, wo es sich um die Auswertung quantitativer 
Differenzen handelt, wie hier der Mitosehaufigkeit, und die Forderungen 
des gleichen Umfanges der Einzelversuche und der Durchfiihrung aller 
méglichen Kombinationen zwischen den einzelnen Stufen der verschie- 
denen systematischen Faktoren erfiillt werden kénnen. Wenn die Ver- 
suche von vornherein im Hinblick auf ihre Auswertung mit der Varianz- 
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analyse geplant werden, wie es bei Braver und Finx der Fall war, 
werden sich diese Bedingungen sehr oft erfiillen lassen. Es ist dabei nur 
notig, eine statistische Voruntersuchung iiber die Variabilitét des 
Materials unter ,,Normalbedingungen“: durchzufiihren und von da aus 
den Umfang des Einzelversuches, die notwendige Zahl der Wiederholungen | 
und der in den Versuch einzubeziehenden systematischen Faktoren zu | 
bestimmen. Erwahnt sei noch, wie auch Post (1946) darlegt, daB es 
vorteilhaft ist, mit zwei oder drei systematischen Faktoren zu arbeiten 
und jeden Faktor méglichst in mehreren Stufen einwirken zu lassen. 

Wenn mit mehr als drei systematischen Faktoren gearbeitet wird, sind 

die Berechnungen so umfangreich, daB8 man meist besser den Versuch in 

zwei Reihen zerlegen kann. Bei nur einem systematischen Faktor steht 
im ganzen meist weniger Material fiir die Auswertung zur Verfiigung und 


es kann auch kein AufschluB iiber die Wirkung von verschiedenen Kom- 
binationen der Faktoren erhalten werden. Meist wird jeder experimentelle 

EinfluB getrennt untersucht, weil das Vorurteil besteht, durch die Kon- 
stanz méglichst vieler Faktoren eine gréBere Exaktheit der Ergebnisse 
zu erreichen, wihrend die Varianzanalyse gerade zeigt, da& durch die 
Einfiihrung von mehreren Verinderlichen wichtige Informationen er- 
halten werden, die der Vergleich von Einzelversuchen nie geben kénnte. 
Unter Umstiinden ist aber, wie die Ergebnisse von BRAUER bestatigen, 
das Auffinden von Korrelationen fiir die Deutung des Problems wichtiger 
als das Aufzeigen von einzelnen gesicherten Differenzen. 

Die Vorteile der Varianzanalyse sind damit deutlich: bei biologischen 
Versuchen besteht notwendigerweise fast immer die Lage, daB die in 
Frage kommende Beobachtung nur in beschrinkter Anzahl unter gleich- 
artigen Bedingungen angestellt werden kann. Es wird daher oft auf 
wichtige Informationen, die ein Versuch oder eine Versuchsserie geben 
kénnte, verzichtet, manchmal ohne daB dies vom Versuchsansteller be- 
merkt wird, weil aus technischen Griinden der Umfang des Versuches 
beschrinkt werden muBte und so fiir den statistischen Nachweis der vor- 
handenen kleinen Differenzen nicht ausreichte. Durch die statistische 
Voruntersuchung kann diese Fehlerquelle erkannt werden. Die Varianz- 
analyse gibt dann die Méglichkeit, durch mehrfache Wiederholung des 
Versuches, auch wenn dadurch eine geringe weitere Variationsursache 
geschaffen wird (hier Variabilitiit zwischen WSP) und die Einbeziehung | 
mehrerer veranderlicher Bedingungen eine derartige VergréBerung des 
Materials zu erreichen, daB jetzt viele Differenzen statistisch gesichert 
werden kénnen, die sich auf andere Weise nicht nachweisen lassen. 
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